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第 1章序論
1-1.遺伝子組換え技術の進歩
今ある快適で住みやすい社会には、種々の工学が貢献してきた内特に、 20世紀後半から
のライフサイエンス分野の目覚しい技術基盤構築と情報の苔償、さらにその応用の恩恵で、
我々の暮らしは、安心で安全な健康長寿生活に向かいつつあるn 例えli、これ主で微量に
しか入手できなかったエリスロポエチンのような蛋自性の生理活性物質が、成熟した遺伝
子工学技術により、産業レベルで均ーのものを安定して供給生産できるようになったー血
性が脳血管に話まる脳便塞により、生命が危険にさらされたときにも、遺伝寸乙組換え組織
性プラスミノーゲン活性化因子のような新薬が保険適応されているため、命を救われる忠、
者も噌えてきた。
世界の医薬品市場を見ても、遺伝子組換え応用医薬品であるバイオ医薬品の地位It今世
紀に人って徐々に確実なものと勾っている。2002年に 4000億トル程度であった世界の医
薬品')'~上高は、 2008 年には 8000 億ドノレに迫る勢いで、ほぽ 2 (奇に成長しているー米[叫に
おける売上額の増加額上位30品目を 2002年----2004年と 2006年.，_2008年で比較すると、
ワクチンを含むバイオ医薬品は 12%から 31%へと上昇している[ltこれらの内訳1:、抗体
医薬を代表とする分子標的医集品が多くを占めるが、産業レベルでの生産は、それ以前の
遺伝子組換え技術による生理活性物質の生産が基盤となっている 低分子医薬に対するパ
イオ医薬品の優位性としては、以下のものが挙げられる。(1)特異性が高く、その構込ユが
陶憾で‘あるため、単純な化学物質では代替されない、 (2) 体内の正常々プロセスを阻害し
たり、悪影響を与えない、 (3) 不要な免疫反応を引き出させない、 (4)大田症等の場合も
遺伝寸ニ治療を必要としない、 (5)心毒性等の予想できない藍篤な副作用が少ないため、米
国FDA(食品医薬品局)での認可が低分子医薬品より約 1年早い、 (6)特許期間延命措置
をとりやすい。国内外で承認されている組換えバイオ医薬品(ワクチンを除く)について、
長 1・1に示す[2]。現在のところ、上記、バイオ医薬品の投与法は注射剤が中心となってい
るが、今後は、血中滞留性の改善や、徐放製剤など、 DDS(ドラッグデリハリーシステム)
持術を応用した次世代型の医薬品の開発が望まれる.また、経肺 ・経皮 ・経鼻といった、
投与法そのものの改善も今後の課題である。
他方、細胞に権教の遺伝子を導入することで、新たな性質を持つ人工多能性細胞を樹立
できるようになり 、これを再生医療に応用するといった細胞工学の進展も著しく、近い将
来の実用化が期待される。再生医療分野では、研究面だけでなく産業面における将来的発
展も見込んで、国を挙げたサポート体制を早期に構築しているところである.再生医壊は、
先天的、または事故や疾患によって後天的に失われた組織や器官を再生する医穣であるの
具体的には、臓器移植や人工臓器の不都合(ドナー不足)を解消するなどにより、疾病を
1 
完治することが期待される[3]。再生医療の発展は、幹細胞技術を含む細胞生物学と新しい
生体材料・足場材料を含む組織工学の、二つの分野の技術開発にかかっているとの見方も
あり [4]、将来の実用化に向けて固めるべき基盤技術である。幹細胞の移植においては、足
場を必要とする場合があるが、その足場の案件としては、次のような性質が必要となる。
①生体適合性があること、②生体内で分解されること、③多孔性であること、④細胞増殖
因子・分化因子を保持すること。このような性質を有するバイオマテリアル開発も、現在、
いたるところで行われており、本研究においても、これらの特徴を兼ね備えたマテリアル
の提供を目指している。
蛋白質名
①ホルモン、内分泌領域
イン、ンュリン
吸入型インシュリン
インシュリンアナログ(速攻
型)
表 1-1 世界のバイオ医薬品 [2] 
商品名 臨床適応例
イソフェンインシュリン(中間
型)
インシュリンデテミーノレ(長時
間作用型)
インシュリン亜鉛
アミリンアナログ
成長ホルモン
Humalin、Novolin
Exubera 
Novolog、Apidra、
Humalog 
NPH 
糖尿病
糖尿病
糖尿病
糖尿病
Levemir、Lantus 糖尿病
メカセルミン (IGF-1)
メカセノレミンリンファベート
サケカルシトニン
テリパラチド(副甲状腺ホルモ
ン 1-34)
ペグピソマント (PEG化成長
ホノレモン)
②代謝酵素欠損
Bグルコセレブロシダーゼ
アノレグルコ シーダーゼ α
ラロニダーゼ
イデュルスルファーゼ
ガルスルファーゼ
Lente、Ultralente
Symlin 
Genotropin、Humatrope、
Norditropin、Nutropin、
Norl Vitropin、Siazen、
Serostim、Valropin
Increlex 
Pilex 
Fortical、Miacalcin(合成)
Forteo 
糖尿病
糖尿病
成長ホノレモン分泌不全性低
身長症、ターナー症候群、
Prader-Willi症候群
小児発育不全、 IGF-1欠損症
小児発育不全、 IGF-1欠損症
閉経後骨組軽症
重度骨粗意症
Somavert 末端肥大症
Cerezyme 
Myozyme 
Aldurazyme 
Elaprase 
Naglazyme 
??????
?? ? ?
??????????????? ?? ? ?
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表 1-1 世界のハイオ医薬品(つづき) [2] 
商品名 臨床適応例
血友病ABioclate、Helixa旬、
Kogenate、Recombinate、
ReFacto 
Bene白x
Activase 
血友病 B
肺本仕症、心筒陀車、急性配
血性脳陀卒、 l1J心動脈アケ七
ス Jf ，、 f ス l' 】 f~r~~
12円心筋岡本調節、心主防Iit
e'd存
i!‘刊心筋陀'本
血友l内λ.B rJ)IB血
点皮肉血症
血液凝固第IX閃子
アルテブラーゼ (tPA)
レテブラーゼ (tPAアナログ) Retavase 
?
?
?
?
? ?
?
? ?? ?
?
???
?
TNKase 
NovoSeven 
デュロトレコギンαw;.性型プ Xigris 
l IテインC)
インテグ リン αnbs3抗休 ReoPro
(Fab断片)
血托1;右1:(結成冠動期1¥( :.グ
，、Lシ 1 ン受Jき也 (j-山心
I佐血防JLl
? ??? ??
?
?
? ?
? ???
?
????
?
???????
?
?
?
?
?
??
????
? ???
?
?
?
?
? ?
?
??
?
?
?
?
?
?
?
やH1:貧血
エイス ・ガン化学時il:. ，i'髄
移植後(1)好qr球減少佐:、，f(/主
hfqJ 11¥減少fir;
エ fズ・ガン化学#i.t1i・'iT髄
持柿後山好中球減少出、 If(度
好中路減少1主
白血球減少佐:、骨髄再構成
車!主血小板減少症予防
Epogen、Procl廿 t1f 'I~ F 良ゲ1.白血、骨髄 ~IHf戊
ベグブ ()レグラスチム (PEG Nuelasta 
化G-CSF)
サーグラモスチム (GM-CSF) Leukine 
オブレルペキン (lL-ll) Neumega 
⑤生殖領域
卵胞刺激ホルモン (FSH) Gonal-F、Follistim
械毛性ゴナドトロビン (HCG) 0口drel
民体形成ホルモン (LH) Luyeri 
???
?
???????
???????? ??
3 
Infergen 
Roferon-A 
慢性C型肝炎
有毛細胞白血病、慢性骨髄性白
血病、カポシ肉腫、慢性 C型
肝炎
代償性肝臓病をもっ慢性 C型
肝炎
B型肝炎、メラノーマ、カポシ
肉腫、浦胞性リンパ腫、有毛細
胞白血病、尖圭コンジローム、
C型肝炎
代償性肝臓病をもっ慢'性 C型
肝炎
多発性硬化症
多発性硬化症
慢性肉芽腫性疾患、重度大理石
骨病
浸潤性腎細胞ガン、メラノーマ
表 1-1 世界のバイオ医薬品(つづき) [2] 
商品名 臨床適応例
ベグインターフェロンα2a Pegasys 
インターフェロンα2b IntronA 
ベグインターフエロン α2b Peg-Intron 
インターフェロン sla Avonex、Rebif
インターフエロン slb Betaseron 
インターフエロンylb Actimmune 
アルデスロイキン (IL-2) Proleukin 
⑦成長
ジボテルミンα(BMP2) Infuse 
ヒト骨形成蛋白質 7(BMP7) Osteogenic protein 1 
パリフエノレミン (KGF) Kepivance 
ベカプレノレミン (PDGF) Regranex 
腰椎固定手術、骨損傷修復
腔骨骨折癒着不能、腰椎固定術
化学療法治療における重度口
腔粘膜炎
糖尿病性潰療のデブリードメ
ント補助
③移植領域
CD25抗体(キメラ)
CD25抗体(ヒト化)
CD3抗体(マウス)
Simulect 
Zenapax 
Orthocl('me、OKT3
腎移植後の急性拒絶予防
腎移植後の急性拒絶予防
腎移植拒絶、ステロイド耐性冠
動脈・肝臓移植拒絶
⑨肺疾患領域
オマリズマブ(ヒト化)
パルビズマブ(ヒト化)
Xolair 
Sy.nagis ???
?ー
? ? ?
? ???
?
?
?
? ??? ?? ??? ?
⑩感染症領域
エンフュービノレタイド (gp41 Fuzeon 
結合)
エイズ
4 
表 1-1 世界のバイオ医薬品(つづき) [2] 
商品名 臨床適応例
CD20抗体(キメラ)
HER2抗体(ヒト化)
吋m'陀CTLA4
Avastin 
Erbitux 
Vectibix 
Campath 
Rituxan 
Herceptin 
Orencia 
ILl受容体アンタゴニスト
TNFα抗体(ヒト)
Antril、Kineret
Humira 
ロI溶性TNF受容体
TNFα抗体(キメ ラ)
LFA-3蛋白質 (CD2結合)
CDlla杭体(ヒト 化)
α461・α467インテグリン抗体
(ヒト化)
C5抗体(ヒト化)
⑬その他
Enbrel 
Remicade 
ロleVlve
Raptiva 
Tysabri 
Soliris 
ネシリチド Natrecor 
デオキシリボヌクレアーゼ 1 Pulmozyme 
ヒアルノニダーゼ Hvlenex 
ラスブリカーゼ Elitek 
レヒソレジン Refludan 
YEGF-A抗体 (Fab断片) Lucenti 
() 
結腸直腸艦、牛小細胞肺癌
結腸直腸癌、頭頗部範
浸i間性結腸直腸能
B細胞性慢性リンハ性白血
病
非ホジキンリンハ腕
乳ガン
1)ウマチ
1)ウマチ
リウγ チ、クローン病、強1'(
性骨推:炎、乾癖性関節炎
リウマチ、行年性多!拡j節リウ
マチ、乾規路性問節炎、強(I'{性
l'f惟:炎、尋常性位陣
リウマチ、クローン州、強LI'(
性r惟:長、位陣性関節炎、尋
常性乾桝
尋常性乾碑(tJ 1 咋~ræから m
度)
1慢性尋常性乾癖(rtJ ~卒度から
重度)
再発性多発性同{ヒ痕
桂作性夜間ヘモグロピン[血
色素]尿症
急性非代償性穆血性心不全
胞性線維症
眼件手術時の麻酔淘jの吸収
分散増強アジュパント
小児の白血病、リンパ腫、田
形腫番号
ヘハリン起因性血小仮減少
症
加齢性黄斑変性症
1・2.遺伝子組換之アノレブミン
血摂分画製剤とは、ヒトの血液を材料として、有用なヒトの血摂タンパク質を高純度に分
離精製したもので、現代医療に欠かすことのできない医薬品である。血按分画製剤の具体
例としては、血液凝固因子、免疫グロプリン、血清アノレブミンなどが挙げられるが、これ
がすべてではない。医療現場では、後に述べる適応のため、ヒトの血柴より分画された血
柴由来ヒト血清アルブPミン (pHSA)が使用されているが、これらの供給が永遠であるとの
保証はない。一方で、血柴分画製剤の原料は不特定多数のヒトの血摂をプールしたものな
ので、 1人の供血者の体内に、 HIVや B型・ C型肝炎ウイノレス、あるいは、未知のウイル
スが保有されている場合、これが投与された患者に伝染する恐れがある。ヒトの血液から
採取する以上、このような好ましくない因子が混入する可能性を完全には否定できない。
医薬品として供給するものであるため、様々な過程で、これらの混入は排除され、またそ
の有無の検出には、十分注力されている。他方、現在のわが国1の血按分画製剤は、献血と
輸入血柴から供給されているが、アルブミン製剤に関して見ると、平成 11年以降、 27%程
度だ、った国内自給率は徐々に上昇したが、 60%程度にとどまっている[5]。そこで、遺伝子
組換え技術を用いてバイオ医薬品を創製し、これを医療現場に供給することができるなら
ば、上に挙げた問題点は回避することができ、大変意味がある。これは、アルブミン製剤
に限ったことではない。
表 1・1 わが国におけるアルブミン製剤の供給量及び国内自給率の推移 [5] 
1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 
自給率(%) 27 27 30 34 38 48 50 54 I 57 63 61 
献血由来製 16.6 15.8 15.6 16.4 18.2 20.6 21.7 22.5 23.3 24.6 22.1 
剤(トン)
輸入製剤 44.8 41.8 36.3 32.3 29.6 22.8 21.5 19.4 17.7 14.6 14.5 
(トン)
HSAは585個のアミノ酸残基よりなる蛋白質で、分子量 66500の糖鎖を含まない単純蛋
白質である。主な働きは、血液中で、腰質浸透圧の維持に関与すること、ならびに、種々
の物質と結合して、その運搬や、不活化にイ動いている。一方で、薬としてのアルブミンは、
①熱傷やネフローゼ症候群などで HSAが損なわれたときの補充、②肝硬変などで肝臓の
HSA合成能力が低下することで生じる低アノレブミン血症、及び③出血性ショックなどに使
用されている。
組換え HSA(rHSA)を産生させる試みは、大腸菌[6]、枯草菌[7]、パン酵母 Saccharomyces
cerevisiae[8， 9]、Kluyveromyces酵母[10]、トランスジェニック植物(ポデト・タバコ)[11]、
トランスジェニック動物(マウス・ウシ) [12， 13]、などの宿主を用いて行われたが、ピキ
ア酵母Pichiapastorisの産生量を上回るものはない[14，1510 Pichia pastorisは日甫乳類細胞
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と同等の蛋白質分館、機構をもっているため、分子内ジスルフィド結合 (SS結合)を多数持
つ rHSAも、 pHSAと同じ SS結合を形成して、分秘産生されることが期待された"1999 
年には、 Sugioらが 2.9Aの結晶構造解析の結果を報告した[16t
1・3.遺伝子組換えアンチトロンピン
ヒトアンチトロンビン (AT)は、血摂蛋白質の一つで、血概由来AT(pAT) It、1Lの
血rt 1に約 125mg存夜するつ分子量は約 58000で、 432似のアミノ酸残基仁りなる一本鋭
蛋(1質である[1710pATも血妓分画製剤のーっとして、 ①先天性AT欠乏症に基づく血栓形
成傾向、及び、②AT低下を伴う播種性血管内凝固異常 (DIC)に対して、医椋現t坊で(主用
されている。ヒトにおいて血液凝固は、複数の因子により制御されており、 ATlt峰阿カス
ケード[18]の活性化因子のうち、トロンピン、活性型血液凝岡市X凶チといったセリンフロ
テアーゼを不活化するセ リンプロテアーゼインヒピター(セルヒン)の aつである[19] 凝
問カ スケー ドにより 、複数の血液1疑問因子の前駆体がl順次、活性化されていき、 f泣徒にツ
イブリノゲンをフィプ リンに変換することで、血栓(クロット)を形成し、血液は;妊|付す
るが、ATはその上流の活性型セリンブロテアーゼを阻害することで誕闘を限古寸る AT 
は、対象とするセ リンプロテアーゼを、モJレ比 1:1で阻害するが、阻害部位 [201を介して
共有結合することで酵素を修飾し、不可逆的な阻害を行う白投法質となるの 主た、 ヘハリ
ンの存在下では酵素阻害の速度が約 1000倍向上するというのも興味ある特徴の-つで、へ
パリンコファクター活性と呼ばれるb
HSAとは異なり、 pATは糖蛋白質である。一次構造上、 N型糖鎖付加部{立が、 Asn'96、
Asn-135、Asn"155、Asn・192の4箇所存在する。pATでは、この 4箇所に紡鎖か結合した
αアイソブオームと 、Asn・135には糖鎖が結合していない 日アイソフォームの 2種顕が(f.(f. 
する。 8アイソフォームでは、Asn-135に梼鎖が結合していないため、精鎖による立体障在
が抑制されてへパリンがより結合しやすくなり 、αアイソフォームよりもヘハリン視和性が
高い[21]。組換え AT(rAT)を産生させる試みも、rHSAと同様、 COS-1細胞[22]、チャ
イニーズハムスター卵巣 (CHO)細胞[22・24]、ベビーハムスター腎臓 (BHK)細胞[25]、
昆虫細胞[26]、 トランスジェニツク動物(ヤギ)[27]、ハン酵母[28]、といった多くの宿主
で険討された。著者らは PichiapastoJ7sにおける産生検討を行ったが‘ トロンピンの活性
限害部位付近 (Thr386)に予想外に付加した O型踏鎖の部分修飾のため、得られた rAT
の酵素阻害活性は、pATの半分であった[29]。また、 Pichiapastorisで産生した rATのN
型糖鎖は、ハイマンノース型であったが、220/0の糖鎖、こマンノースリン般が付加していた
(30]o著者らは、マンノース 1)ン酸化に関与する遺伝チPXOl(fhosphomannosylation of 
N-linked Qligosacchal'ide討を発見した[3110この遺伝子を破壊した 丹'chiapasωnhzで産
生した rATのマンノースリン酸が付加した N型楕鎖は 1%以下となり、さらに、問遺伝子
の俺帰変異株で産生した rATは、再び、約 20%のマンノースDン酸をもっN型糖鎖で修飾
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されたことから PNOlがマンノースリン酸化に関与することを特定した。このように、 ヒ
トには見られないマンノースリン酸化を抑制する手法は見つかったが、 PichIapastorisで
は、 pATと同等の活性を持つrATを産生できなかった。
1-4. ヒト血清アルブ、ミンハイドロゲル
ハイドロゲノレは水を含んで膨潤した希薄で、複雑な三次元の網目構造をもち、これを構成
する分子聞に働く複雑な相互作用に従って、様々な物性を示す。ハイドロゲル調製の材料
としては、ポリ乳酸、ポリグリコール酸、ポリ (ε-カプロラクトン)といった化学系の高分
子や、 コラーゲン、ケラチン、 キチン、 キトサンといった天然材料由来の高分子が使用さ
れる。その使用用途としては、創傷治癒促進の材料(スミス&ネフュー製「イントラサイ
トジェルJ)、生体組織接着剤 (CSLベーリング製「タココンブJ)、癒着防止剤、薬物担体
(メドジェル製メド、ジエノレ)、衛生用品における吸水剤のほか、最近の発展が目覚しい再生
医療領域では細胞培養支持体や組織再生支持体として、その使用用途が注目されている。
再生医療での足場としてのハイドロゲ、ルは、①毒性や抗原性がなく、生体適合性があるこ
と、②生体組織・臓器で、の適応において、生体内で分解されること、③場合によってハイ
ドロゲ、ル内部の細胞まで栄養供給を可能とする多孔性であること、④必要な細胞増殖因子
や分化因子の濃度を必要な期間にわたって有効値を保って徐放することが望まれる。
HSAは、 1・2で述べたように、薬物結合能を有する可溶性高分子である。血中では、種々
の物質と非特異的にも結合して輸送する機能を担うとともに、貯蔵庫としての役割も併せ
持つ[3210HSAハイドロゲルの作製方法としては、 pHコントロールと加熱処理[33Lある
いは、 HSAの特性を生かした生体適合性ポリマー調製の試みとしては、 アクリノルアミドを
利用したハイドロゲノレの作製や[34]、エチレングリコールジグ、リシジルエーテルを利用した
アルブミンフィルムの作製[35]などが報告されている。
1-5.本研究の目的と概要
これまで述べたような遺伝子工学を利用したバイオ医薬品の評価、ならびにその応用が
本研究の目的だが、 Pichiapastorisあるいは CHO細胞といった、 20世紀から実績を積ん
できた宿主を利用した物質生産で、あっても、産生された組換え蛋白質が設計した通りのも
また、そこで用いる手法は、今のであったかどうかを詳細に確認することは必須で、ある。
後の大量生産時の品質管理の基礎技術ともなりうる。
第2章では、 Pichiapastorisで産生したrHSAの構造と組成を詳細に分析した結果につ
いて述べだ。一次構造のみならず、二次構造、三次構造まで分析し、 pHSAと比較し庁内
第3章では、第2章で明らかにすることができなかった、 rHSAの分子内SS結合に」き
解析した。温和な条件で解析可能な気相プロテインシークエンサーを用いて、一次消化と
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してペプシン消化を、さらに、弱酸性で二次消化が可能な種々の醇素を駆使して、解析可
能なペプチ ドに変換したことにより、 Cys-Cys配列を 8個有する rHSAの 17対のすべての
SS結合の位置を決定した。
第 4章では、CHO細胞で産生した rATの精製法を検討した結果について述べた pAT 
と同等の比活性を持つ精製rATを効率的に調製し、その構造 ・物性を pATと比較した。
第 5章では、第4章で調製した rATの詳細な糖鎖構造を決定したF 主た、 pATとの薬理
作用の違いを、ラット DICモデルならびに薬物動態解析により比較した結果を述べた守l'AT
とpATの糖鎖構造の遣いが、薬理面、薬物動態面に与える影響につき考察するとともに、
rATをpATの代評品として使用できる可能性を検討した
第 6~すでは 、 第 2 市と第 3 章で、 構造を明らかにした rHSλ をflI l 、た応用研究として、
ハイ ドロゲノレの調製とその性状解析について述べた これ主でにんいシンツルな調拠訟に
より rHSA ハイ ドロゲルを作製し、低分子薬物及び、市 4 章と可~ 5 t;'tで調製した rATをfd
分千薬物のモデルとして、薬物但持と徐放作flについて解析した 調製il;CJ)ヒントIt、第 2
市で‘記載した還元ペプチドマッヒンクの織作でl紅而した現段にあった‘すたわち、もとれ
とnT溶性であった HSAを還元アルキ/レ化後に、脱塩に上均余剰J.:誌を除くと、還元アルキ
ノレ化 HSAは不溶化したため、尿素溶液中で透析しロn在化状態を保つという方法を取らざる
を件なかった。これは、 HSAの分チ内部に埋もれていた峠水性政法及び件、水性知域が分(-
長国に現れたことによる物性変化か原因と惣定したが、ある変性条f't:下での HSAの不溶性
を利用 して、ハイドロゲ‘ルを調製できるとの考えに至った また、生成したノ、ィドロゲル
kでの線維芽細胞を附いた倍長実験も行い、今回調製した rHSA ハイドロゲルの ， I~生l民権
HJ~~品としての応用可能性についても身察した。
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第 2章 Pichia pastorisで産生した遺伝子組換え
ヒト血清アルブ、ミンの構造・組成分析
主L止を孟
ヒト血7rlアノレプミン (HSA)は、アミノ酸585個からなる分子故66.5kDaの 1本錨で
助制を有さない蛋内質である[10HSAは肝臓で生成されヒト血眼【t1の蛋白質の60%を占め、
血液中の穆質浸透圧の維持に重要な働きをする また、 HSA!t、ピリルピンや脂肪熊など
の低分子物質と結合し、貯蔵及び輸送の機能を持っている 血峨由来のHSA(pHSA) ，t、
臨床的には、主lこ低蛋白質血般に基づく浮腫の改善、出血性シ :.Jヴクなどに対寸る尚埼血
般i止の維持に使用されている[2，3) ~ しかし、原H料はヒトの血液を用いているため、(ltt~
'1'c不足や未知ウイノレスの混住を完全に否定するこ とはできたいちそこで、多くのグループ
が、遺伝千組機え技術による組換え HSA(rHSA)の産生を試みてきた14'91、と ニろが、
現(1:まで臨床的に使用されている蛋白質と異な旬、 rHSA'土 -[~的規慌で製造寸るには L り
大hlに製造する必要があるとの課題があった このような背祉の下、見陪lli(lvt唯f弘前主
として、メタノーノレ資化酵母である Pichiapastoris を用いて、工業生l宅の pTíìlU~ rHSA ~色
刷系が開発されたのrHSA両産生株i士、改良型AOX2プロモーク-[10]の下流にヒトHf細胞
からけ1離した HSAのcDNAを接続し、産生された rHSA蛋ドi質が僻町の蛋(1質分泌機構
により培養液中に分泌されるように構築されたn HSAには精鋭結合間1立か無いので、酔f:ょ
により分泌生産された 1・HSAはpHSAと同様に蹄鎖l士付加されない。Ohmuraらにより、
樹立した高産生除を用いた大量培義法及び高純度大量楠製方法が確{Lされた[6，10司 1] 本
研究では、こうして得られた rHSA精製品の一次構造から高次構造まで詳細に構造・組成
を分析するとともに、 pHSAと比較した。
2・2.付料と方法
2・2・1.献料
rHSAI士、宿主として丹・'chiapastorisを用いて培養・精製されたものを使用した[6.10. 111均
すなわち、 HSAのcDNAを変異アルカリプロテアーゼ2プロモーターの支配下に発現する
プラスミドを構築し、日"chiapastorisGTS115(hl古.J)~こ形質転換した= この形質転換体を
メタノ-/レ濃度を制御して培養することにより、l'HSAを培地中に分必生産させ、限外ろ過、
陽イオン交換クロマトグラフィ一、及び、時水クロマトグラフィ一等を組み合わせること
により 、 rHSA を精製した。 pHSA は、ベネシス社製品をたは Miles 祉の結晶品を用~. 、 f二。
それ以外の試薬は、すべて市販の特級品を使用した
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2・2-2_アミノ酸組成分析
Cys及びTrpを除くアミノ酸の定量:ピコタグ・ワークステーション(ウォーターズ製)
による気相加水分解法[12]で、乾固した試料を 1100Cで24、48、72時間加水分解した。ィ
ソチオシアン酸フェニル (PITC、和光純薬工業製)を用いて各アミノ酸を誘導体化後、ピ
コタグアミノ酸分析、ンステム(ウォーターズ製)で定量した[13]。
Cysの定量:ギ酸/過酸化水素水=19/1で混合して室温で2時間反応することにより調
製した過ギ酸[14]を乾固した試料に加え、 O'Cで 150分間反応した。氷冷水を添加して反応
を停止後、試料を乾固した。気相加水分解法[12]により、 1100Cで24時間加水分解後、 PITC
で誘導体化し、システイン酸を定量した。
官pの定量:乾回した試料を 4Nメタンスルホン酸[15]に溶解し、ピコタグ・ワークステ
ーションを用いて 110
0
Cで24時間加水分解した。4N水酸化カリウムで中和後、 PITCで
誘導体化して、Trpを定量した。
2-2・3_N末端アミノ酸配列
エドマン分解法を利用した N末端アミノ酸配列分析は、気相プロテインシークエンサ-
470A (パーキンエルマー・アプライドバイオシステムズ製)を用いて行った[16]。
2-2-4. C末端アミノ酸配列
カルボキシペプチダーゼ A (CPase A)による分析:Waxdalらの方法[17]に準じて試料
を還元カルボキシメチル (CM)化後、 6M尿素で透析した。還元 CM化した試料溶液に
CPaseA液(シグPマ製)を添加後、 370Cで消化した[18]。トリフルオロ酢酸 (TFA)を添加
して反応停止後、減圧乾固した。PITCを用いて誘導体化後、ピコタグアミノ酸分析システ
ムで各アミノ酸を定量した。
C末端フラグメント分析:CTFF-l用試薬キット(島津製作所製)を用いて、試料をリジ
ルエンドベプチダーゼ (LEP、和光純薬工業製)で消化した。C末端フラグメント自動分
取装置 CTFF-l(島津製作所製)を用いて rHSAのC末端フラグメントを回収した[1910C 
末端フラグメントの質量は、質量分析計TSQ7000(サーモクエスト製)を用いて正イオン
モードで測定した。
2-2-5.ペプチドマッピング
還元ペプチドマッピング:還元 CM化した試料を、 4M尿素を含む 50mMトゾス・塩酸
緩衝液，pH9.0に溶解した。LEP溶液を酵素/基質 (E/S)= 11200モル比で添加し、 370Cで
4時間消化した。さらに同量の酵素液を添加し、 370Cで24時間消化した。終濃度が 5Mに
なるように塩酸グアニジンを添加して反応を停止後、コスモシール 5C18-ARカラム (4.6
X250mm、ナカライテスク製)を用いて断片化ペプチドを分離した。 HPLCは、溶離液A
14 
として O.I%TFA、溶離液 B として 0.07%TFA を含む 80~0アセトニトリルを用いて、最初
の 10分間は溶離液Aを 100%送液し、その後、 64分間で溶離液Bの濃度に関して 0-8000
の直線グラジエントを用いて溶出したっ流速は 1mυ分で、へプチドの検出l士、 215nmに
おける吸光度を測定することにより行った。
非還元ペプチドマッピング :0.1 M 酢酸に溶解した試料にベブシンI宮崎(シゲマ製、
E/Sコ11100モル比)を添加し、 37Cで 16時間消化した_1/20 (v/v) 量の 1000TFAを添加
して反応を停止後、コスモシーノレ 5C18.ARカラム (4.6x 150 mm、ナカライテスク製)を
用いて断片化ペプチドを分離した。HPLCは、溶離i夜Aとして 0.10oTFA、出向佐i夜Bとし
て 0.08~ゐTFA を含むアセトニトリルを用いて、溶離i向 A に叶して 60 分間でj容雌11を B を
0・40%の正l:線グラジエントを用いて溶出した 流速は 1mLI分で、 ヘブチドの険tl¥l:i、 215
nm における吸光度を測定することにより行い、カラム温~(t 30 Cに投定した、
2-2・6.全アミノ敵配タIJ
LEP消化:還元ペプチドマッピング分析と同様の}jj去で消化した
エン ドプロテイナーゼ Glu・C(Glu'C)消化 ;還元 CM化した試料を 2M!ポぷ及び 2ml¥1
EDTAを含む 70mM酢酸アンモニウム緩衝液， pH 7.8に的解した Glu-C W政(ロシュタ
イプグノステイクス製、 E/S=1I150車量比)を添加し、 25Cで 4時間消化した lriH誌の醇
ぷ械を添加後、25"Cで 24時間消化した。還元へブチドマッヒング分析とがJn~の )jì.去で反応
を停止した。
エンドプロテイナーゼAsp-N(Asp-N)消化 .還元 CM化した試件を 2M以来を含む 70
mMリン酸ナ トリ ウム緩衝液，pH 8.0に溶解 した。Asp-N溶液(ロシュタイアクノステイ
クス製、 E/S=1/300直量比)を添加 し、 37"Cで 18時間消化した刊還元へブチドγ ッピング
分析と問機の方法で反応、を停止した。
逆相HPLC:還元へプチドマッピング分析と問様の条件で断片化へブチドを分離したの
エレク トロスプレーマススベクトロメトリー (ESI-l¥1S):質量分析計API田 (パーキン
エ/レマー ・サイエックス製)を用いて、各断片化ヘアチドの分子量を正イオンモードで測
定した。
2-2-7.分光学的分析
uv (紫外)吸収スヘクトル及び CD(円二色偏光)スヘクトルは、それぞれ分光光度計
U子2200(島津製作所製)及び円二色性分散計J-720(日本分光工業製)を用いて測定したa
2・2・8.NMR分析
各HSAを0.1M リン置を韓衝i夜，pH 6.8に溶解後、凍結乾操と重水への溶解を繰り返すこ
とによ り 量水素置換した♂ .~L"，(-500 型 NMR 装置 {IH 共鳴嗣披教: 500 MHz、プルカー
製)を用いて、lH-mmスヘクトル及びphasesensitive double-quantum filtered IH-IH 
1δ 
correla.tionスペクトノレ CDQF-COSY)を測定した。内部標準として加えた I，4-ジオキサン
のケミカルシフト値を 83_764ppmとした。
生主益塁
2-3・L アミノ酸組成分析
rHSAのcDNA塩基配列より推定されるアミノ酸配列をもとにした理論値と比較すると、
測定値は誤差 10%以内であった(表 2-1)0 Ser及びThrの定量値陪通常の 24時間加水分
解では、債，Ij鎖が 5・10%分解するため理論値との誤差が大きくなる'[20]。今回、 24、48、72
時間の 3点の加水分解値より 0時間に外挿した値を求めたことにより、理論値の誤差が 5%
未満になった。また、 Val、Ileは、連続配列となる場合には加水分解に対して抵抗性を持ち、
24時間加水分解では 100%切断されないため、通常理論値より低い値が得られる[20]'0し
かし、 72時間の加水分解値を採用したことにより、測定値は理論値に近づいた。含量比率
の高い一部のアミノ酸において、やや理論値から外れた実測値が得られたが、 pHSAの分
析でも同様なばらつきが認められたことから、本方法の限界であると思われた。
2-3・2.末端アミノ酸分析
気相プロテインシークエンサーの分析によると、 34番目の Cysを除き、 36番目のアミノ
酸まで各サイクルにつき 1残基ずつのアミノ酸が同定され、 rHSAのN末端アミノ酸配列
は cDNAの塩基配列より推定されるアミノ酸配列に一致していることが確認された(表
2-2) 0 C末端アミノ酸配列分析は、 2つの方法で行った。C1?aseAによる分析では、 eDNA
の塩基配列より推定されるアミノ酸配列めとおり、 C末端に位置する Leuが反応初期より
最も多く遊離した(図 2・1)。この遊離ノξター ンは、 Ikenakaらの pHSAにt関する報告f211
と同様であった。HSAのC末端付近は、 LeuとAlaなどの重複するアミノ酸があり、本法
のみでその配列決定を行うのは困難である。そこで、 C末端フラグメント自動分取装置を用
いて回収された C末端フラグメントの分子量を ESI-MSにより測定した。cDNAの塩基配
列より推定されるアミノ酸 10個からなる C末端フラグメントの理論分子量 M+]Iが 900.5
に対して、実測値も 900.5であった(図 2-2、2"'3)。また、実測値の他に C末端アミノ!酸の
欠失の度合いに応じて生じる可能性のある 787.5、730.5、617.4、 546.3に相当する分子量
M+1を持つシグナルは観察されなかった。
2-3-3.ペプチドマッピング
還元C同化したrHSA及びpHSAのLEP消化液及び非還元試料のペプシン消化液の分離
クロマトゲラムを比較した結果、両者は同等の溶出パターンを示した(図 2・4、2・5).。
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表 2'1 rHSAとpHSAのアミノ酷組成分析結果
アミノ酸 理論値 a)(モノレ/モノレ) 実測値(モル/モル)
rHSA pHSA 
Asxb) 53 54.1 5 . 16 
Glxc) 82 82.8 82.8 
Serd> 24 23.8 25.0 
Gly 12 12.5 1:3.8 
His 16 17.3 17.3 
Argc) 24 24.0 2.l0 
Thrd) 28 28.0 27.2 
Ala 62 61.1 62.0 
Pro 24 23.8 2，1.5 
Tyr 18 18.5 18.7 
ValO <11 42.2 41.1 
Met 6 6.1 6.2 
Cysl) 35 36.3 38.6 
Ileo 8 8.1 8.4 
Leu 61 62.2 62.8 
Phe 31 31.0 31.3 
'Ii:'phl 1 1.0 1.0 
Lvs 59 60.8 61. 
u) rHSAのcDNAから推'ii::‘される配列から得られる値を示した"h) Asx=A叩+A叩 c) Gbt=Glu+Gln 
d) 110 C ，-' 24、48、;2時間加水分解した臨を 0時間に外挿した値を求めた りAr宮を 2tモル/モルとし
て全てのγ ミノ陛を計簿した， f) llOC・ご ;2時間加水分解した値を求めた J 草)Cy-I士過ギ般信化によ η
システイン酸として定量したー h) 4 N Jタンスルホシ慌で加水分解Lた値を求めた
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表 2-2 rHSAのN末端アミノ酸配列分析
サイ クル アミ ノ酸 収量(nmol) サイクル アミノ酸 収量(nmol)
1 Asp 1.92 19 Phe 2_62 
2 Ala 3.76 20 Lys 0.76 
3 His 0.88 21 Ala 2.38 
4 Lys 1.41 22 Leu 2.12 
5 Sera) 0.73 23 Val 2.17 
6 Glu 2.04 24 Leu 1.76 
7 Val 2.89 25 Ile 1.60 
8 Ala 2.75 26 Ala 2.23 
9 His 0.81 27 Phe 2.11 
10 Arg 1.47 28 Ala 1.90 
11 Phe 2.48 29 Gln 1.30 
12 Lys 2.76 30 司Tr 1.45 
13 Asp 1.45 31 Leu 1.61 
14 Leu 2.52 32 Gln 1.18 
15 Gly 2.54 33. Gln 1.21 
16 Glu 1.57 34 Cys n.d.b) 
17 Glu 2、24 35 Pl!O 0.92 
18 Asn 1.91 36 Phe 1.(i)9 
2bi?rはPTHデヒドロ Ala-DTT付糊iこ変換し、 PTH-A
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図2・3 rHSAの全アミノ酸配列
矢印はESI-MSで分析したペプチドを示す。Lは日Pi靴したペプチド断片を示す(図2・620G陪
Glu.'C消化したベプチト断片を示す。AはAsp-N消化Lたペプチド断片を示す。
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図2・5 ペプシン消化 した rHSA及びpHSAのHPLCパターン
2-3・4.全アミノ酸配列
LEP、Glu・c、または、 Asp-:Nで消化 して得られたペプチドの分子量を ESI-MS分析によ
り測定した(図 2・6、表 2・3'"-'2-5)。各ピークに含まれるペプチドの一次構造上の位置を帰
属した(表 2・3~2-5 ) 。 得られた各ペプチドの ESI-MS 分析か1ら 、 rHSA の 585 個のアミノ
酸残基からなる全アミノ酸配列が確認できた(図 2-3)。
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ペプチド
L1 
L2 
L3 
L4 
L5 
L6 
L7 
L8 
L9 
LlO 
L11 
L12 
L13・1
L13-2 
L13-3 
L14 
L15 
L16・1
L16-2 
L17・1
L17・2
L18・1
L18・2
L19 
表 2-3 ESI-MSによる rHSAのLEP消化ペプチド分析
理論値 実測値 位置 1ペプチド 理論値 実測値
????????????????
??
?????????
?
?
????????
?
?
? ??
????
?
???
?
?
?
?
?
?
??
?
?????
??
???????
?
783.4 
1148.6 
2588.1 
1016.5 
1278.7 
999.6 
1351.8 
1528.9 
1012.6 
2052.2 
1924.1 
235，2.2 
3033.4 
1657.7 
2044.1 
2261.4 
1341.6 
3573.3 
2975.3 
2807.5 
2676.3 
4062.1 
2491.3 
3385.8 
??????????????
?????
?
????????????????
? ?
?
?
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表 2・4 ESI-MSによる rHSAのGlu-C消化へプチド分析
ペプチド 理論値 実測値 位置 !ペプチド 理論値 実誤Ij(j直 位置
G1 1154_5 1154.4 557・565I G5 1247.6 1247.6 267・277
G2 1277.8 1278.0 532・542I G6 2195.2 219-1.5 189・208
G3 1958.0 1957.6 426.442 I G7 1203.7 1203.6 133-1.J.l 
G4 1312.8 1313.1 521・531I G8 2232.2 2232.3 209・227
長2・5 ESI-MSによる rHSAのAsp-N消化ヘブチド分析
へプチド 理論値 実測値 (I[ j(1~ 
Al 1423.7 1423.9 1・12
A2 3206.5 3207.1 269・295
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図2・7 rHSA ~ pHSAのuv吸収スパクトノレ
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2・3・5.分光学的分析
rHSAとpHSAのuv吸収スベクトルを比較した結果、パターンは完全に一致した〈図
2・7)。吸光度 280nmにおける rHSAの吸光係数はpHSAと同等であった(表 2・6)0 C;o 
スペクトルによる分析では、それぞれのスペクトルの大きさ及び形状は完全に一致した(図
2・8)。
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2・3-6_NMR分析
各 HSAについて lH-NMR測定した結果、 rHSAとpHSAのスヘクト'レ1:非常に良メ a 
致した(図 2-9)0 DQF-COSYスヘクトルによる分析の結果、 N 末端の λspの αブロトン
と8プロ トンとのクロスヒーク (54_2、2_8ppro)や LYS些基の6フロトンど Eプロトンと
のクυスヒーク群 (52.8"'3.2、1.4"'2.0ppm)をはじ的、 l両端:1:極的て頓似したクじスヒ
ークハターンであった(凶 2-10)ョ
pHSA 
一'
rHSA 
9 8 7 6 5 4 3 2 
。
ppm 
凶 2-9 rHSAとpHSAの500MHzのIH-NMRス八クトル
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rHSAとpHSAの500MHz DQF-COSY lH-NMRスペクトル図2・10
標準DQF司COSYpulse sequence使用した。
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主ι亙墾
rHSAと pHSAの構造・組成の同等性を証明するために、種々の手法を組、五台わせて詳
細な構造解析を試みたっ一次構造解析は、 6種顕の方法を用いて行った。特に、 Ck端アミ
ノ椴と全アミノ酸の配列分析には、 近年、目覚しく進歩した質母分析計を用いたl22.231 
Pichia pastorisにより生合成された rHSAのー次構造が、 cDNAの塩基配列上 t}推定され
るアミノ酸配列及び既に報告されている pHSAのアミノ醍配列[1と完全に-致してL、るこ
とを確認した(凶 2・1...2・4、表 2・1...2・5) また、生産物確認に代、 SDS'P人GEが前回法
として採月jされろが、本研究で採用した官枇分析WV)詳細解析に t!)、 丹:chiapns{O/吋;こ
よろ rHSAの生合成 ・分泌 ・府民及び精製過院における修飾、!初J1化、<.ItId協γミノ".恥〉
欠火も無いことかぶされた
さらに、両次構造向平析を試みたが、し、ずれのお;去においても微細た隅i主主で前tli--I-るこ E
は技術的に[本|雑であったものの、rHSAとpHSAのdli次情込=のIliJ守札をポペドことがで主/こ
非還元ペプチドγ ッヒングの分析結果上り、 pHSAで報;与されていふ li・t>:のシスルツ fド
結合(立trt[241とrHSAのジスルブイド結合{立frtl'tl日lしでふるニレがぶPをされf二 tχ12・5)
UVI吸収スヘクト/レ故ひCDスヘクトルの結果より、rHSAとpHSAIハ:次構造がi行i苛であ
ることが示されたので(凶 2・7、2・8)、さらに NMRに仁ろ解析t;ot¥:ムた Ja J.丘・の N1¥1R前
析技術では分チ貼 10000限度の蛋白質であれIt、I恥ftレヘルでHJA2i次構造の許制fi，体パが
flHìl2であるu さらに、安定 IrîJ(立体~識を手IJlした多次;eNF¥IR分析:二 tり分子hl-:lOOOO 限
度までの蛋(1質に関しても、そのIf41大構造を捉えることか可能になってきた しかし、そ
れ以ヒの分子i祉をf(寸る蛋(1質に関しては、 シグナルの広幅化や，n，'じりにより、その全体
悔を抱射することは不可能で・ある[25] 分子量か 66.5kDaである HSAにおいては、比杭
的シ・γー ブなヒークが観測される Hisの 2(11:のプロトンのケミカルシフト航 (57.i--8.6 
ppm)とpHや共存する金属イオンとの関係に関する研究[26，27]ヘJN t~端たどの運動性の
件、百し、部分に|期寸る報告[28]があるが、 NMRによる詳細なコンブ ;1. - 'i : 1 ン解析は 'f~ 吋能
と考えられた。しかし、 lH.N1¥tlRスへクトルと 2次A:DQF'COSYスヘクトルを測定した
結巣、極めて頓似したスヘクトルハ々ーンが件られたことから、 rHSAIハ高次構造wtpHSA
とIriJ等で、あると待えられた(図 2・9、2・10)門これらの結果から、 rHSλIt、ヒト月
より分泌されたpHSAとrdJ憾な高次構造を形成して丹;chiapastOl古 tJ'ら分泌されるニとが
，Fさhた。
2-k益五
PU:hUl P:'lstOJUで産生した rHSA1)構造を詳細に分析した 令.7ミノ能組成は PITCを
用いたプレカラムラベル法によ川行った N .tミ摺アミ 11詰配列分析はエドマン分解法によ
り快定した~ C末端アミノA'をはカルポキシヘプチダーτ消化、ならびに、 ESI'MSで C末
端ペプチド断片を分析し士会また、LEP、Glu'C、A:'oll'Nで梢{じした rHSAのペプチド断
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片を ESI-MSで分析した。全アミノ酸組成、末端アミノ酸分析、全アミノ酸配列は cDNA
配列から推定される一次構造に一致した。還元 CM化した rHSAのLEP消化物の溶出パタ
ーン、及び、 SS結合を切断していない rHSAのベフ。シン消化物の溶出パターンは、 pHSA
のパターンと同じだ、った。rHSAの CDスベクトルパターンは、形、強度ともに pHSAと
同じだった。重水素中での rHSA及びpHSAのプロトン NMRスベクトルは、観察した範
囲 (810_5'"'"'一0.5ppm)で同じパターンを示した。DQF-COSYスペクトル分析では、 αプ
ロトンと N末端のAsp残基の 8プロトンのクロスピーク (84.2/2.8ppm)、8プロトンと
リジン残基の εプロトンのクロスピーク群 (82.8'"'"' 3.2/1.4''"'"'2.0 :ppm)はlいずれも rHSA
及びpHSA問で極めて類似していた。
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第 3 二t乙早 Pichia pastorlS で産生した遺伝子組換え
ヒト血清アルブミ ンに含まれる全ジスルフイ ド結合
の位 決定
主L盆丘
i止近、臨床使用合EI的とした組換え蛋iI質の生産が急j宝にそl足してt、久 臨Il~治療におい
て、 ヒト血泊アルブミン 重要tt，役73|を思たしているfこめ、 HSλ 山 L葉白111f庁、It 
特に ~rÇ¥長f川県姐である さらに、ヒト血1ftからの供給ぶ限九jlu、るこ とに加えて、 出1rli 
山来の感染1原による製造物の汚1岳山榊(E的危険がともたうことにより、ちIJのJiflz:ニLるk
胤械な生産か唱主れている"このような背;;切、ら、 i伝許純I~喚え技術により、僻目上 Pi(如}t
p8storisを用いた HSAの生曜とf占拠か成し逆げられた I1 ・:3J 
HSAlt、分千監約 66500の球状の単位体珪UJ質であり、 分子l人Iiこ:35s.'41})システイン刊
と34(V:にスノレワヒトリルJ占がfバEするこ
肝臓の腕革liftm リ I I ~ ソーム 1 :で、ソレブ
1&を持ら、 L7本のジスルツ fドid台 (SS結fT)
とが知られてし、る[，t] HSAのボ 1)へブチト凱は
ロアルブミンとして生1寵される Petel'SとDavidsonI士、 HSAtJSS4Jiftの汗31花々-:'UドI昔、j
で研究し報告した[5] 主た、 Dugalczykら1:HSAの cDNλ クυ シー 1: r) mRNAけ完全ヌ
クレオチド配列をjた屯したl6]、組J換え HSA(rHSA) の品質評価のためには、 SS仙台の{な
間決定走でをたんだ蛋白質のアミノ酸配列決定が不可欠であるn9leg.2ih質のSS41J合の形
成i 士、蛍 ['1 質のフォールディングの過程で‘孟要 t~ 役割を果たし、さらに、 士次tPf'むの安定
化のために特に温暖とされているc i笠岡カラムを用いた HPL ) !ニヒるヘブチ
ドマッピング解析は、遺伝チ工学により工業化されたバイオ医薬品の特性と品質管理に重
唾た役割を果たしているl710 著者らは、へプシンによるへプチトソツヒングに引き続き、
RP-HPLCによるベプチドの一次調製を検討したが、寸・ベての SS結合を決定するニとがで
与なかった。このため、 噌捗;消化によ η得られたいくつかのフニラクションについて、 さら
に別の陣表による三次消化を行った エドマン分解を用いる tnブロテインシークエンサ
ーにより、アミノ酸配列決定を行い、 Nokiharaらの方法[8]に上る袋 内ヒリジルヱチノレ化
により、 シスチン践 とシステイン践基の両者を決定したー温和なエドマン反応条件とフ
エニルチオヒダントイン (PTH)・アミノ般の単ー徳鎮溶出r去に上る分 (図 3・1 を
備えた自動気相プロテインシークエンサーシステムを使用した 本システムでl之、 システ
fン (CY8 
とi斗上り
と.JSer(ヂヒドロ Alaのジチオスレイトール付加物)とを同時に験証するこ
米信飾のシステイン時基と 2岳目の苧シスチン残基 (SS結合を形成している
V のうち分析試料の相対的に 末端僻!の半、ンスチン残基} 円決定が可能である すなわ
33 
ち、逐次分析のサイクルにおいて、 CysとLlSerの双方が検出されるとき、そのサイクノレは
未修飾の Cysまたは 2番目の半シスチンである。SS結合は、未修飾のシステイン残基と
S-ピリジルエチル化システイン残基(PEC)の両者により決定が可能であった。Clercらは、
酵母 Kluyveromycesから分泌された rHSAのすべての SS結合の位置決定を質量分析によ
り試みたが、部分的に決定することができなかった[9，10]。本章では、酵母Pichiapastoris 
により分泌された rHSAのすべての SS結合の位置決定を行った。
3・2.材料と方法
3-2-1.材料・試料
血紫由来の HSA(pHSA)は、 Miles社より購入した。rHSAは、第2章及び既報の通り
[1-3]、HSA遺伝子を導入した Pichiapastorisの形質転換体の培養液から調製した。ブタ
のペプシンはシグマ社から購入した。Achromobacterlyticus M49i-I株のエンドブ。ロテア
ーゼ Lys-C(LEP、和光純薬工業製)、 Staphylococcusaureus V8株の Glu・C (回シュダイ
アグノスティクス製)及びBacillusthermoproteolyticusのサーモライシン(ナカライテス
ク製)は、購入品をそのまま使用した。和光純薬工業社から購入した 5，E-ジチオビス (2・
ニトロ安息香酸)(DTNB)、トリフルオロ酢酸 (TFA)、アセトニトリルと 1-プロパノール
同仁化学社から購入した 2-モルホリノエタンスルホン酸 (MES)ー水和物、ナカライテス
ク社から購入したジチオスレイトール (DTT) とグアニジン塩酸塩 (Gdn-HOl)とアルド
リッチ社から購入したトリーn-プチルホスフィン (TBP) と 4-ピニルピりジン (4-VP) は、
精製せずにそのまま使用した。
3-2-2.スルフヒドリル基の含量決定
rHSAとpHSAのスノレフヒドリル基の含量決定は、 Ellmanの方法により行った[l'1]。蛋
白質の還元は、 4M Gdn-HCI存在下 10mMDTTにより行った。解析の直前に、残存する
DTTをアマシャムファルマシア製PD-lOカラム (SephadexG-25 M)により除去した。
3・2・3.HSAの酵素的消化
rHSAとpHSAの両者共に、 150nmolJmLの濃度で、 0.1M酢酸 (pH2.91) に対して透
析した後に、ペプシンにより酵素/蛋白質 (E/S)=I1100のモノレ比で 370Cにおいて 21時間
酵素消化した。消化物は、 SynProPepRPC18 (4.6 mmX 150 mm、島津製作所製)を使用
して RP-HPLCにより解析した。H;PLCは、溶離液A左して 0.1%TFA、溶離液Bとして
0.1%TFAを含む 50%アセトニトリルをそれぞれ使用し、溶離液aの濃度に関して 0・100%
の80分間直線グラジエント溶出法で行った。流速は 1mL/分で、ペプチドの検出は215nm
における吸光度を測定することにより行い、ピークは手動で分取した。Glu-C(E/S=1I20 
モル比)による二次消化は、 0.1M リン酸緩衝液，pH6.5で、 370C、4時間の条件にて行つ
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た。 サーモライシン (E/S=1I50モル比) とLEP<E/S=l/lOOモル比)によるて;大消化社、
0.1 M MES-NaOH緩衝液，pH6.5 中 で、 37 ~C にて 4 時間行った ー これらの二次消化のWi(ヒ
物の分離は、上記のカラムと 2種の溶媒を用いて行った
3-2・4.機器
RP-HPLC は、 システムゴールト HPLC(べ・ソクマンコールター製1を{世間してιffった
アミノ階配列分析は、気中日ブロテインシークエンサーである品作製作所製 PPSQ-lO~l シス
ケムドより行い、 このシステム用の純正試薬(和光純i長工業製)今{屯mしfこ PTH・S-ヒ1)
ジノレエチノレ化システイン (PTH-PEC)を合み、 PTH-アミノ併は、 t() tl"アセトニトリルと
20mM酢俄ナトリウム級官iff(~ (pH 4.7)のlp.17JK引存tUで¥・ako・Pac¥¥'S-PTHカ弓ム(-1.6
mmX 150 mm、平rJ光純掠工業製) を用いて、 流述It 1 mυ分で、 269 nmで険liした
3-2・5.シークエンサーの反応盟"(:1))S-ヒリシルコニチル化そ配列内定
プロテインシークユンサーの反応附内で、ボリプレンを会リたす'j:. Jス地維ヂ fスク 1-にて、
サンプノレを位撤したn 80%1・プロノ ノ-fレ【l'の 0.4%4'YPと0.2""TBP/)1比fr物 (301L)
をディスクに加え、 1'(ちに反応榊を閉じた 引き続きヒリジルコ [.ル化ツ uトコールIHIに
従し、、 アミノ階配列分析を行った
3・3.結*と考寝
pHSAには、17本の SS結合と 34位の 1悩の遊離型システイン哨法からたる 35時L告の
システインfl:1~が存 (E-;j- る [4]司 pHSA は、 1個の遊雌型ス Jレフヒトリル法 (SH~~)をれっ
とこのシステイン政基が修飾されたノンメルカブト月間 (nHSAlメルカプ、ト型 (mHSi¥) ~ 
の混合物であると考えられており、 スルブヒドリル合最i士、 0.6'0.ISH moVmolと端告さ
れている[12LnHSAI士、 システインあるいはダルタチオンと SS結jfを形成している尚子t
唱とされている。 支た、 nHSAの SH基I士、部分的に般化されてスルツ fン椛あるいはス
Iレホン百貨の派生物であると報告されている{121内 こI})ょう!こ、 アルブミン l土、へテロ性をイf
し、ほんのわずかの違いを持った 3ないし 4成分より形成されてL、ると身えられている
rHSAとpHS の両首のスルフヒドリル基の含量l士、 EllmanI}))j出[11]に主り決定した
還元状態では、 rHSAとpHS の両者の 1モルあたり 35モルのスルフヒドリル法が険出さ
れた DT'I'非存在下 0'11:、l'HSAとpHSAつ両省のスルフヒドリル基の含 i立、 0.6・O.ISH 
モル/よそルであった。 rHSAのへフシン治{七の前後でスルブヒトリル基の含 は、変化しな
かった mHSAの生物学的及び匹学上の重要性が 告されている止め(l泊、34位の残基の
確認伏不可欠で、わる。 rHSAの 34位の段基の施認は 米修飾 rHSAと装置内ピリジルエチ
Jレ{ヒした rHSAの両者(1;_.43・lB)の分析で、 システイン開基(遊離型 SH~) であると確
曹司書
鱒h、 れた。
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図3・1 単一溶媒溶出法による PTH-アミノ酸の分離
A)標準PTH-アミノ酸 (10pmol)のクロマトグマムを示す。DMPTU ジメチルフエニルチオウ
レア、 DPTU:ジフェニルチオウレア、 DPU シフェニルウレア、.L:lS:デヒド‘ロAlaのジチオ
スレイトール付加物
B) rHSAのN末端アミノ酸配列分析で、未処理(左)と装置内 S-ピりジルエチル化 rHSA(右)
につき、 34サイクイレ自のクロマトグラムから 33サイクル自のクロマトク守ラムを差し引いたそれ
ぞれの差クロマトグラム。PEC ピリジルエチル、ンステイン。
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l':(j 3" 2 1・HSAとpHSAのへブシン γ ノヒン γ解Ilr
f千々 3.7nmol ~分析し fニ ソラクシ J ンA-HItシスチLをfTLv、ヮ 1" ト ~Jr}\ Ir (i-I・る
パプシンによる7l'1(ヒは、 SS~:占合の架け評えが起こ C)fC_l 、条件であゐ俄性下 (pH2.9) で
fTった。 図 3 ‘ 2 に J~-，r tうに、 rHSAとpHSAi!)1占itのRP"HPLCのハターンは、傾的て
よく似ていた rHSAのそれぞれのヒークのアミノ隙配列決定をhい、シスチン内法及びシ
ステイン残基を同定した。本研究で使用した単 f倒壊総出法では、 PEC及びその派生物を
含みすべてのPTH"アミノ併が非常に安定した位置に溶出される (1三I3"lA)。本研究で使用
したプロテインシークエンサーシステムでは、第二の半シスチン(最初の平シスチンと SS
結合した C末端側に位置fする半シスチン)のみたらfシステインから由来十る PTH.ノスチ
ンの特異的伝ピークが検出される[8](図 3・lB左)内この主うにして、ヒリジJレヱチル{ヒと
米処理ωヘプチドとの両者のエドマン分解!こより、 SS 結合の位置CJ~定が可能となった SS
心合の最初の半シスチン (SS結合し+::.N末端側に位置する半シスチン)のサイクルにおい
システムのコンバージョンフラスコ八輸送3れるシス子ン由来のアミノ酸訴i車体
は存在しないコすなわ弘、二のサイクルでは、アニリノチアゾリ/ン (ATZ)・半・ンスチン
は、部この半シスチンと SS桔合を介して共有結合で結合したままで反応槽傾r1に残り、 ATZ
からPTHへの再環{ヒを1うコンパージョンフラスコに 送され1(.~、 主た、エドマ/分
3i 
解の進行と共に穏やかな分解を受けていくと推定される。第二の半シスチンのサイクルで
は、 ATZ-シスチンと関連した物質がペプチド主鎖から分解されると共に、コンパージョン
フラスコへ移送され、続いて、本システムのDTTを含んだTFA水溶液により相当する PTH-
アミノ酸誘導体に転換されると想定される[14]。このようにして、 PTH-CysとPTH-LJSer
とは二つのピークとして独立して溶出する(図 3-1B左)。
HSA中には、 Cys-Cys配列が 8箇所存在する。天然のペプチド結合では、このペプチド
結合はトランス型であるため、隣同士の半シスチン残基の聞の SS結合の形成は不可能であ
る[15]。図 3-2のフラクション A では、 (51O)HADICT1LS'EKERQ (52'2) と {'55'5)
VEKCCKADDKETCFAEEGK (573)の2つの配列が同定されたが、これらのペプチドで
は、 {Cys-514-Cys-559}・{Cys-558-Cys-567}あるし1は{Cys-514-Cys-558}・{Cys-559 
-Cys-567}の二通りの SS結合様式が可能となり、正確な SS結合の位置決定には至らな
かった。そこで、Glu-Cにより、 pH6.5の条件にて、フラクションAの二次消化を行った。
得られたすべてのフラグメントを RP-HPLCにより分離し(図3・3・1)、配列分析を行った。
図3・3-1のフラクションA-1からは、表 3-}と表 3包のフラクシヨンA-1に示した西日列が得
られた。すなわち、 4サイクル目において CysとLJ'Seli'が認められたことから、 {Cys-55'9
-Cys-567}であり、 5サイクル目において CysとLJ'Serが認められたことから、 {Cys-514
-Cys-558}であった。
図 3・2のフラクション Bからは (310)VESKDVCKNYAEAKDVF (326) と (358)
EKCCAAADPHECYAKVF (374)のペプチド断片が得られたが、この段階では SS結合位
置を決定できなかった。そこで、サーモライシンによる二次消化を pH6.5にて行い、得ら
れたフラグメントを分離し(図 3・3包)配列分析を行った。図，3'・3・2のフラクシ司ン}3-1の
配列分析結果を、表3・1と表 3-2のフラクションB-1に示した。3サイクル目において CY'S
とLJSerが認められなかったことから、{Cys-319-Cys・360}ではなく 、4サイクノレ目にお
いて CysとLJSerが認められたことから、{Cys-319-Cys-361}であった。また、{Cys-360
-Cys-369}であった。
図3・2のフラクシヨンC"'Eは、それぞれ、表 3-1と表3四2のフラクション G'""Eの構造
を示した。フラクション Cでは、 10サイクル目ではなく 11サイクル目で CysとLJSerが
認められたことから、 {Cys-75-Cys・91}であった。フラクションDでは、 12サイクル目
ではなく 13サイグル目で CysとLJSerが認められたこ左から、 {C)'s-392 -Cy.s-438}であ
った。フラクシヨンEでは、Cys-Cysは含まれず、一対だけのSS結合を含んでおり、 {Cys・'53
-Cys-62}であった。
フラクシヨン F (図 3司2)からは、次の 3つのペプチド配列が得られ、(185) 
LRDEGKASSAKQRLK.QASL (203)、(239)TKVHTECCHGDLLE.QADDRADL (260)ー
(261)四回附SISSKL四回目KS昭 AEVENDEM旧 (301)、半シスデ
ンが 8残基含まれていた。このフラクシヨンFをpH6.5の条件でLEPを用いて二次消化
し、各ベフ。チ ドを分離した後(図 3・3・3)、アミノ酸配列決定を行った。フラクション F-1
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ルT
3ン
~\ 
特b
10) 
Cys 
にお
州
であ
(凶 3・3・3)は、表 3-1と表 3-2のフ ラクション F-l:こ示した構造であった ワラケション
F-1では、 5サイクノレ目でCysとL}Serが認められなかったこ土から、iC3Y200-q's-2481
ではなく、6サイクルHにおいて Cys: L}Serが起められたこ Eから、 {C〉・8・200-cm-246'
であった。主た、 {Cys-244-Cys'253 であった.阿保!こ、フラクション ド2([:.(]:3' 3・:3)
からけ、表 3・1と去 3・2のフラクション F-2;こ示したアミノ階配万IJがi!}らJLtて 勺う h シ=1
ンF'2では、4サイクルHでCysとL1Serか認められたことから、 !C3Y278 QY289 で
あった。
た3・1 SS結合をもっへプチト断片を台むツヲケ手 J ン(f)"ミ I舵配列角t'tJi'忠tiltL
Fraction A-l 
Cycl・1. 2. 3. 4. 5. 6 7 8 9 10 1 
(H/V!T) (A/E/寸 (D/K/Fl(l/dS.C/A) (dS，C/E) (T/~/-) (l/A/寸 (5.dS/01・)(EIO/-)ト爪/・)(・JE/-l
Fractl旬、砂1
Cycl・1. 2. 3. 4. 5. 6. 
(V/E/A) (・IK/O)(K;.!P l (N/dS.C/H) (・/A/E)(・/ーhS.C)
Fractlon C 
Cycl・1 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8. 9. 10. 1. 12 13 1 ‘ 1~ . 16. 1. 18 
(GI司)(O/E) (Kパ)(L/Y) ( IG) (T/E) (V刈)(I/A) (T/O) (L/・)ト/晶S.C)(イ川ト/K)(イ0)(・!E)(・/P)(・/0 (-/R) 
Cycl・19_ 20. 21. 22 23. 
(-/H) (・/E)(-/dS，C) (ー/F)(ー/l)
Fracti開。
Cyc1・1. 2. 3.45. 6. 7. 8. 910. 11 12.13 1415. 16. 17.
7(IN}{WSAS}{OfR}(HA}{・Il)(E/C) (附)(F/V) (E/C) (O/S.dS) (山 )(GH (・/此C)ト/川 {作)(イP)(-/E) 
Cyc1・18. 19.20 21. 22. 23. 24. 25. 26. 27. 
(・/A)(・1'1.)(・/R)(・/制l(イP)(イdS.C) (・/A)(イ正)(-/0) (・/y)
fr舵ti∞E
cyCM1. 2. 3.4. 5.8. 7. 8. 910.11.1213. 14.15. 16. 17.18.1929.21. 
(A) (1() (T) (・l(V) (A) (0) (E) (S.05) (A) (E) (N) (品S.C)(0) (K) (S.dS) (l) (M) (T) (l) (f) 
Fr・ctionF・1
cvel.¥. i.3. 4. 56. 7. 89. 10. 1112.13. 14， 15. 1817. 
， {イV)(A刈1(S.dS/T) (l/E) (イー)(・/dS.C)ト/tf)(イGl(・/0)(イl)(・!l (・/ElHoS.C) (・/A)(-/0) (・/0)(・/世}
Cycl・18目 19. 20. 
(-/A) (イ0)(・/l)
Fract ion F-Z 
C.ycl. 1. 2. 3 4. 5. 6. 7 8. 9. 10 1. 12 
， {AJLfs，aS}(KJWH){YfEf-}{1/as.cJl}{ι5.C/A) (E/E/E) (H{J./V) (O{P/E) (O/l/H) (S，dS/L/O) (l/ElE) (S，dS/MI) 
Cycl. 13. 14. 15. 
(S，oS!・/P)(民/イ晶)(イ・10)
Fr・CllonG 
Cyc1 1.2.3.4.3318.330.1.12. 13. 44.15.7S17.18.la.20. 21.22. 23. 24.22.
(H) (Q) (l) (・)(V) (l) (H) (E) (K) (T) (P) (Y) (S，dS) (0) (1) (Y) (T) (1:) (-) (dS.C) (T) (E) (S.品$)(l) (V) 
仰cl・26.27 28. 29. 30. 31. 
(M) (R) (R) (P) (dS.C) (F) 
Fraction 1 ω. 1. 2. 3. 4. 5. 1ι. 7. 8 8. tωO. 1. 1η2 13 14 時. 18 げ
(仰v叩/灯T}{帆)(~イ/介- ) (打T/ν/d必S.疋刈c引)(“A附I刈司)川(f/μA川)(-.イjμ川A川)(ト-10川)(ト-1刈革削)(-イJμA)(←-1川直A)(イι必S.Cω)(←-/l)(ト.八l(←-/P)(ト-!J.)(←-/l) 
ミー J 必可E宇3ミ官己でilミした
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表 3-2 酵素消化ペプチドのアミノ酸配列解析結果の再構成
Peptide Amino Acid Sequence 
Fraction A・1 ??
??
?
?
?
?
?
??????
?
?
?
?
?
?
??
??
Fra凶ionB・1
fraction C 
???
????
??
?
?
?
?
?
?
?
?
?
??ゅ?
??
?
?
?
?
?
?
?
?
?
??
(円)GDKLピ竺竺 (叩)
(81) RETYGEMADrCAKQEPERNE?FL (103) 
Fraction 0 (388) ZKQN?ELFEQLG (399) 
(426)V S R N L G K V G S K C C K H P E A K R M P C A E D Y(452) 
fraction E (50) A K T eV A D E S A E N e D K S L H T L F (70)
Fraction F・1 (200) 
(241 ) 
Fraction F・2 (261) 
(275) 
(287) 
Fraction G 
世 LJ12m
VHTECCHGDLLECADDRADL (260) 
A K Y 1c E N Q D S 1 S K (274) 
LKTMPLLEK (m 
S H C 1A E V E N D E M P A D (301)
(458) NQLC VLHEKT PV S DR VTKC e TE S LVNRRP c F (488) 
Fraction H (122) 
(166) 
VMてAF (127) 
TECCQAADKAACLLPKL (182) 
アミノ酸は一文字表記で示した。
フラクションA-l(図 3・3-I)、フラクションB-l(図 3・3-2)、フラクシヨン c (図 3-2)、フラクシヨン
D (図 3-2)、フラクシヨン E (図 3・2)、フラクシヨン F-l(図 3-3・3)、フラクシヨン F-2(図 3司3・3)、
フラグシヨンG (図号2)とフラクションH (図3-2)のアミノ酸配列解析結果を示す。
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国3・3 ヘプシン消化へプチドのてlX消化杓の溶出ハターン
1) ~13・2 のフラタション A の Glu'C による:孜前化. 2) l43・21) '"7 h.， .ン Bのサーモライシ/
によるて次irlfι3)凶3・2のフラクション Fの LEPI了上る'孜副化、
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表 3-3 未処理F'-1及びS-ピりジルエチル化F-1のアミノ酸I配
サイクル 未処理F-1 "サイク/ルレ s-ピリジ/ルレエチル川川イ千l七ヒF-1
1 
PTH-アミノ酸収量 (pmol) 固
V (191.6) 
PTH-アミノ酸収量 (pmol)
1 V (160.5)， PEC (66.2) 
H (15.8)， A (129.3) 
T (27.0)， S (15.5)， L1s (2'7.1) 
2 H (57.3)， A (187.6) 
T (35.5)， S (18.9)， LlS (42.8) 
2 
3 3 
4 E (101.7)， L (33.6) 4 E (77.2)， L (21.4) 
5 Not found 5 PEC (9.5) 
6 LlS (4.2)， C (1.5) 6 PEC (5.1) 
7 H (25.7) 7 H (15.1) 
8 G (56.3) 8 G (37.5) 
9 D (29.4) 9 D (18.4) 
10 L (47.3) 10 L (28.8) 
11 L (31.1) 11 L (2.4.1) 
12 E (34.9) 12 E {2'2.9) 
13 LlS (7.3)， C (1.4) 13 PEC (2.5) 
14 A (38.5) 14 A (22.0) 
15 D (17.4) 15 D (10.1) 
16 D (13.4) 16 D (10.8) 
17 
、 ?
?
? ????
?
??
? 、
?
17 R (5.9) 
18 A (23.0) 18 A (9.8) 
19 D (4.8) 19 D (I.7) • 
20 L (9.1) 20 L (2.6) 
L:lS;デヒドロAlaのジチオスレイトール付加物、 PEC;ピリジノレエチルシステイン、その他のアミ
ノ酸は←文字表記で示した。
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図3・2のフラクションGとHからは、それぞれ、表3-1と表3・2のフラクションGとH
に示した構造が得られた。フラクション Gでは、 19サイクノレ目ではなく 20サイクル!目で
CysとLlSe:r:が認められたことから、 tCys-461~ Cys'47 '7}であった。フラクション H で
固
は、 3サイクル目では CysとLlSerが認められなかったことから、 {Cys-124-Cys-168}で
はなかったが、 4サイクル目で CysとLlSerが認められたことから、 {Cys舟 12，41-Cys-169} 
であった。
側鎖の付加反応、非特異的切断を確認するために、二次消化のすべてのピークを配列分
析したが、 SS結合の開裂1は確認されなかった。全体配列!を図13，-4に示した。
典型的な例として、未修飾と S-ピりジルエチル化した F-1の実際の配列分析結果として
PTH-アミノ酸の収量を表3・3に示す。
I)x x x x c x IT) x c x x x x 
x xl C c.lx x X X:I， c x x 
x c x x x x x x x x 
li) x x c x x x IV) x X c' X X X 
C CIX X X X X X X X liC' c 
XXXX-CX X X X e 叉 X
図 3-5 S'S結合位置決定が可能な Cysの相対的位置関係
1 )、 l)Cys-Cysの対を成す2つめ半シスチシ残基の一方が Cys-(5ysより もN末端測に位置ι、他
方が C末端側に位置するため、 SS、結合位置の決定が可能である。
ill)Cys-Cysの対を成す2つの半シスずン残基がいずれも、Cy笠C拘よ りも C末端側:Vこ位置するiため、
SS結合位置の決定が不可能である。シークμ王ンサーによるヱ町マン芳イクJノレの，3'ザイクノレ闘ドで
PTH-CysとPTB-LlSerが確認されるが、その対が Eザイクノレ目lのCysか、 2サイクル!目rpCYSか
を特定できない。 5サイタノレ目でも PTH-CysとPTH-LlS伊が確認さ札るがその対が lサイクノレ自
のCysか、 2サイクノレ自の Cysかを特定できない。
N) Cys-Cysの対を成す2つの半、ンスチン残基がいずれも、 Cys-Cysよりも N末端側に位置するた
め、 SS結合位置決定が不可能である。 Eと同様に、 5サイクル目でPTH匂 sとPTH-LlSerが確認、
されるか、その対が 3サイクル自の Cysか、 4サイクル自の Cysかを特定できない。 6サイクル目
のPTH-CysとPTH-LlSerについても同様。
上述したとおり、一次消化と二次消化の組み合わせで全ての SS結合の位置決定を行った
44 
、が、 rHSAの配列内に存在する Cys-Cys配列のため、二次消化には制約条件があった N 
末端アミノ酸配列分析を用いてのSS結合位置決定においては、国 3・5:こ示十上う!こ、切断
の結果得られる半シスチン残基の相対位置により、結合(iL震が決定できる場台(1及び日)
とできない場合(皿及びIV)か存在するーCys-Cysの各々の半シスチン残基と対をたして
SS結合するそれぞれ 2つの半シスチン残基のうち一方は、CysC向上りもさらに N ド端側
に、もうー方の半シスチン残基は Cys-Cys.tりもさらに C..fミ端側二仮献したければならな
い。皿あるいはWの相対位置関係では SS 結合{立債を決定できたい(I'~J3・5脚注事Rむので、
回あるいはIVからIあろL、は日へと変換できる主う;こ、 :;大 fl~iヒdilω配列情報か1消化酵
Jt'1を厳僚に選択する必要があった。 1の場合はアミノ階配タIJ解析:': l tl1 -1，払るいIi.卜2
の決定を‘ Hの場合l士I1-1 あるいは U-2 の決定を行える((~ :3・6) ワ z，ヶシゴン F-2/ t 1 
の位置関{系であり、ブラクシゴン C、D、F-l、G、HI士HのlUR|吋係であっf二p ノラケシ
=，ンAとBは皿の位iR関係であったが、二次消化，こより、I1(/)相対{叱rw二兎:典でさfニ
1・1)X X X X c X l-2)X X X XEX 
X X C C X X XXE豆 X X 
X C X X X X xgx x x x 
1 -1) XζX X X X 
¥ 
x X C C X X x xgEX X 
x x x x c x x x x xgx 
図3・6 アミノ酸配列解析によるs結合の陀舵決定
図 3‘らにおける CYl:lの相当守位置 I及びHの位台のエト・7 ン分析結果J，.SS結合{主阻をぷt-
( -1) 3サイヲル目でPTH-CwとPTH-"'_:Ser~~能認~れるま f士、 4 サ f ゥ Il.- l1で PTH-Cyst PTH-
__:Ser I士総認されず 5サ(~ル闘で向者払確認される
I三)3サイクル日で門H'Cy:，と PTH-L!Serが確認δれず、 4サ fヲルH("門 HQ-U円 H-LJ
Serlま磁器されるーまた、 5サ f身ル自で両者が健認される
1 -1) 3サイタル尉で PTH-Cy::;ど PTH-LSerが確認3れ子、，tサイウ IJ.・flで PTH-Cy"-!:. PTH-L} 
，er 1士確認される.また、 5サ f1 11，. riて私1(j-が施器δれる
1-2】3サイクル日でPTH-GV，" t: PTH・ ~Ser が確認、i:!れるま f二 .4 サイゥ，'"FIでVTH-cy胃と PTH-
.1Setは強認されず、るサイヤル日で高.f..-喝、確認される
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すべての処理を酸性条件下で行い、シスチンの還元ばかりでなく、 SS結合の架け-替えも
防いだ。ペプシン消化で得られたフラグメントのうち 4つの CyS"Cysを含むフラクション
では、正確な SS結合を決定することが不可能で、あったため、 3種の異なる酵素を用い、二
次消化を実施した。トランス型ペプチド結合においては、隣同士の Cys残基間で SS結合を
形成することは不可能であるため、 rHSAのすべての SS結合の配列を、以下のように決定
した。{Cys"53-Cys司62}、{CyS"75-CYS"91}、{Cys"90-Cys"101}、{CyS"124-CyS'" 169'1、
{CyS" 168-CyS" 177}、{Cys"200-Cys"246}、{CYS"245 -CyS" 2'5，3}、{Cy，s"'265-Cys"2.79L 
{Cys"278 -Cys"289}、{Cys"316-Cys"361}、{Cys"360-Cys"369}、{Cys"392-Cys"438}、
{Cys"437 -Cys"448}、{Cys"461-Cys"477}、{Cys"476-Cys"487}、{Cys"514-Cys"559}、
{CyS"558-Cys"567}o rHSAの34位のアミノ酸残基が、システイン残基(遊離型 SH基)
であることを示した。これらの結果は、天然の蛋白質である pHSAの構造と一致した。rHSA
は、 SS結合位置においても pHSAと同等であると結論された。
主L益重
天然資源からの供給が限られている場合、さらに、感染の危険を避けたい場合、遺伝子組
換え蛋白質は重要な代用品である。臨床使用目的の蛋白質はその一次構造のみならず、 三
次構造の物理化学的性状の検定が不可欠である。SS結合は蛋白!質の構造の安定化に重要な
役割を果たしているため、 SS結合の位置決定は非常に重要で、ある。分子内に 35個lのシス
テイン残基をもっ HSAの需要は増加し続けており、 Pichi'a.pastJ，θ'Tl訟を宿主とした遺伝子工
学的手法を用いた HSAの工業的生産は重要な意義を持つ。本章では Pichiapasto.risの産
生する rHSAに含まれる SS結合の結合位置を、気相エドマン分解法を用いたアミノ酸配列
決定により、正確に決定する方法について述べた。種々の酵素による酸性条件下での消化
と温和な条件を用いるエドマン分解と、それに続く PTH型アミノ酸の単一溶媒溶出法に止
る同定とにより、 17本のすべての SS結合と 1個のスルフヒドりル基のE確な位置を厳密
に決定することが可能になった。さらに、 rHSAのスルフヒド引ノレ基の含量は、 pHSA中の
含量と一致した。
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第 4章 チャイニーズハムスター卵巣細胞で産生し
た遺伝子組換えアンチト日ンビンの精製と性状解析
生L盆亘
ヒトアンチトロンビン (AT)はセリンプロテアーゼ、インヒピターファミりー(セルピン)
の一つで、 トロンピン、活性化血液凝固因子 X、活性化血液凝固因子 IX、活性化血液凝固
因子 XI、活性化血液凝固因子 XIIといった血中の血液凝固因子の多くを、等モルで不可逆
的な安定複合体を形成することにより不活化する[1-5]'。それゆえ、 ATは、血液凝固のカス
ケードの主要な調節物質であり、血液の流動性を補助している。正常状態でのATとプロテ
アーゼの複合体形成は遅いが(進行性限害活性)、へパリンが結合することによる ATのコ
ンブオメーションが変化し、プロテアーゼとの複合体形成は 1000倍早くなる(へパリンコ
ファクター活性)[6]。ヒトの ATは肝臓で合成され、血中濃度は約 ]25mg/Lである問。
ATは、 一本鎖糖蛋白質であり、分子量は 58kDaで、 432個のアミノ酸残基よりなる。3
つのジスルフィド結合と Asn-96、Asn-135、Asn-155、Asn-192の 4箇所の糖鎖結合部位
を持ち、糖含量は 15%である[8]。ヒトの血柴中の AT(pAT)には 2つのアイソフォーム
として、多数を占める αアイソフォームと、少量存在する 8アイソフォームがあり、後者
は、 Asn-135の糖鎖が欠損しているため分子量がやや小さく、へパリン親和性は相対的に
高い[9，10]。また、フォーノレディング状態の違いから、 ATは3つの型に分類できる。天然
型のほか、ラテント型[11，12]と呼ばれる活性の無い変性したフォーム、及び、 Larssonら
による部分的に変性したプレラテント型[13]の3つである。プレラテント型のヘバリン親和
性は天然型よりも少し低いので、ラテント型とプレラテント型の分離には、へパリンクロ
マトグラフィーが用いられる[14，15]。
ATは遺伝子組換え技術を用いて、大腸菌、サルCOS-l細胞、ベビーハムスター腎臓細胞、
チャイニーズ、ハムスター卵巣(CHO)細胞、昆虫細胞などの細1包、あるいは、 トランスジ
エニックヤギなどにより産生検討されてきた[15・21]。医薬品としての組換えAT(rA'F)を
目指した研究が行われ、性状に及ぼす糖鎖の影響も明らかになってきた。以前iこ、著者ら
は、物理化学的性状や酵素阻害剤としての性状を pATと比較することにより、 rATの産生
系としての Pichiapastorisの有用性を評価した[22]。しかし、丹'r:hiapastorisで産生した
rATに結合していた N型糖鎖はハイマンノース型であり、活性部位周辺の Thr-386に0型
糖鎖修飾された ATも部分的に見出された。それゆえ、その阻害活性は pATの半分であっ
た。この研究から、医薬品としての rATは動物細胞で産生したヒトに近い糖鎖構造を持つ
ATでなければならないと考えられた。CHO細胞で発現した rATの活性と構造は、 pATと
同等であることが Zettlmeisslらにより報告されている[1610 しかし、細胞あたりの産生量
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が低いことや培養技術が未熟で生産性が低く、産業レベルでの生産法構築には至っていな
い。Kuwaeらは、 rATを高生産する CHO細胞を獲得し、高度な培養技術を用いた生産系
を確立した[23]。その培養上情から、医薬品として使用可能な品質を持つ rATを精製する
jブ法を確立する過程で、 CHO細胞産生rAT中に以前報告されていないフレラテント型が見
い出された。本章では、培養中及び精製中に生じると考えられる CHO細胞産生 rATのブ
レラテント砲の性状、ブレラテント型形成を抑制した精製法、さらに、この析去で精製さ
れた rATの性状と構造について述べるn
4・2.材料と方法
4・2・1.材料
pAT は、 ベネシス製のノイアート製剤を用~'， l'ATとの比較に使HJした.阻お比?丹性(;1:、
7 IU/mgである。
4・2-2.坐瑚.的pHにおける rATの精製
ATの cDNAを hCMV-MIEプロモーターの支配ドに張現寸るプラスミドセ榊唱し、
CHO・K1細胞に形質導入することにより安定発現細胞を作製し、 l純血iM丹淀で rAT全J斑生
させた[2310培養上清を 0.4511mプイ Jレター て・ろ過し、 30kDaカノトナフの|出外ろ過料(ザ
/レトリウス製)で濃縮し、ヘハリンカラムにアフライしたF ヘハリンカラムl士、 Toyopearl
650Mを問い、 Marchらの方法 [24]1こ従い調関したの生理食塩水で手術化したへIハリンカ
ラムを 0.5M 塩化ナトリウム械で洗浄し、 rAT画分は 3M単{ヒナトリウム液で溶ltiした
fit-山被を 3M駈化ナトリウム械で平衡化した HCA1008ヒドロキシアハタイトカラム(-: 
井化学製)にアフラ fし、 0.1M リン酸カリウム緩衝i向 pH7.5で溶出した苧?容出t夜は、ドi
i夜で平街化した DEAE-8epharoseFF陰イオン交換カラム(アマシヤムフアルマシア興)
にアプライし、ハス画分を回収した。終濃度 1Mになるように硫酷アンモニウムを添加し、
疎水カラムであるフェニル1byopearl650M (東ソー製)にアブライした。バス凶i分を回収
し、 30kDaカットオフの限外ろ過膜(ザルトリウス製)で濃縮し、 0.5%底化ナトリウムを
含む0.52%クエン酌ナトリウム緩衝液， pH 7.4で溶液置換した千晶後に、 1511mホロファ
イバーPlanova15(旭化成製)でろ過した。
4・2-3.アルカリ oHでのrAT精製
4・2・2の精製法においてヒドロキシアパタイトカラムの溶出そ pH8.0で、最終工程の限
外ろ過をpHI.7δで行った。
4・2-4.蛋白質濃縮土阻害活性揖'1定
蛋白質濃皮と純度測定に、 ポロス製 R2flOカラム (2_1mm〆50mm)を装着した謹伺
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HPLC (システムゴールド、ベックマンコールター製)を用いた。HPLCは、溶離液Aと
して 0.1%トリフルオlロ酢酸 (TFA)、溶離液Bとして O.l%TFAを含む90%アセトニトリ
ノレを使用し、溶離液Aに対して溶離液Bの濃度を 0・40%で2分間、さらに 40・55%で 5.25
分間の直線グラジエント溶出法により行った。流速は 2mL/分で、検出は 220nmの吸光度
を測定することにより行い、 AT量は、既知濃度のI>ATを標準物質として定量した。へパリ
ン存在下でのトロンピン阻害活性測定には、 8-2238(D-Phe-Pi中pec∞OIliう!yl
リドジヒドロクロリド、第一化学薬品製のテストチーム ATIIIキット)l[25]を用川、た。
4・2-5.疎水カラムクロマトグラフィー
疎水カラムとしてフェニル司5PWカラム (7.5mmX75 mm、東ソー製)を装着した FPLC
(アマシャムフアルマシア製)で 280nmでモニターしながらクロマトグラフィーを行った。
溶離液Cとして 2M硫酸アンモニウムを含む20mMトリス塩酸緩衝液， pH8を、溶離液
Dとして 20mMトリス塩酸緩衝液， pH8を用い、 10分間溶離液Cを送液した後、溶離液
Cに対して溶離液Dを60分間で0・100%に直線グラジエントし、 0.5mL/分で溶出した。
4-2-6. rATの物理化学的分析
8D合PAGEは、 Laemmliの方法で[26]、10%の単一濃度ゲルにより非還元条件下で行っ
た。蛋白質ノ〈ンドは銀染色キットEワコー(和光純薬工業製)を用いて可視化した。N 末
端アミノ酸配列はProcise492型プPロテインシークエンサー(パーキンエルマー・アプライ
ドバイオシステムズ製)を用いて自動エドマン分解により分析した。rAT'止 pA'Fは加水分
解し、ニンヒドリン法を用いてアミノ酸組成分析を行った。単糖組成分析に肱、 Hard'yら
の方法で[27]、高速アニオン交換ノ勺レス検出器DX-500c(ダイオネックス製〉を用小た。還
元 8.カルボキシメチノレ化後にグリコペプチダーゼF (タカラバイオ製)で脱糖した rA'P'を
用いて、 API.300 トリプル四重極マススペクトロメーター(パーキンエルマー・アプライ
ドバイオシステムズ製)により質量分析した。rAT及びpATを20mMトリス塩酸緩衝液，pH 
7.5で希釈し、 J-820スペクトロポラリメーター(日本分光製)で、 195-2501!lmの遠紫外
部はQ.1cm光路のキュベットを、 250・350nmの近紫外部は1.0cm光路のキュベットを用
いて、円二色偏光 (CD)スペクトルを室温で測定したの
」
4-2-7. rATのペプチドマッピングP
rATとpATは還元 8-ピリジルエチル化し、4M尿素を含む67mMトリス塩酸緩衝液 pH
9中、酵素/基質=四00モル比で抗、 18時間リジルエンドベプチダーゼ (LEP、和光純
薬工業製)を用いて消化した。生じたペプチドは、システムゴールドHPLCシステム(ベ
ツクマンコールター製)に Cosmosil5C18AR-IIカラム(ナカライテスク製、 4.6mmX250 
mm)を装着した逆相 HPLCにより分析した。溶離液Eとして O.l%TFAを、溶離液Fと
して 0.07%TFAを含む80%アセトニトリルを用い、 10分間溶離液Eで送液した後、溶離
50 
， 
液 E に対して溶離液 F を 64 分間で 0・80~oに直綜グラジ.エントするこ土により、へブチド
を溶出し、 215nmで検出した 2
4-2・8.へパリン結合親和性
両 ATのへハリン結合親和性は、蛍光滴定した ATと多慌との相互作用;こより、結台に
応 じて Trpの蛍光が附加するが、これは、分子内部に理もれていた Trpがヘハリン結台と
共に、 ATのコンブオメーシヨンが変化して、分子長耐に現!Lろためであるf28.291 陪ぞ
悦度のへハリンと 0.1M塩化ナトリウムを合む 20mM リン青空ナトリウム続前I~ . pH 7.1中
で、 50nMのATを悦合したc RF-5000蛍光測定能(品川製作所制) 1.ピ問いて、 5nmパン
ト幅の励起波長 280nm、10nmハント幅の蛍光政k340 nmで蛍克訓1じした 半術的ttfTフ
υセスをィミすために、各点での相対蛍光強JftI士、 i大Jt(1)をIll、てご1斗じュータ一つ fッテ
イングした t 解離定数 KI】、ストイキオメトリーn 及ひJf~ k.武光屯:(ヒ ，iFm・"Ii.A())ぅ、心穏Hl
した[30Jnなお、LlF&び Fo1 1::各々測定ならびに初期Ü~ 1:. (lf(であぷ
どlF/F日=CdFmfJミ/Fo) X (fA1'] ()トn[Hepal'in]u 1-K" {(lAT] 0 n[Hepar・1111 1 -l{n).! -
4 [AT] oX n (Hepal'in] o}1/:l)/2IATI 0 …(1) 
土3.a立lt
4・3・1.rATの柑f拠
l'ATを 2つの'J4なる pH条件で CHO細胞の情淀川青から情慢した 同製に11、乍用的
pH (7.2・7.5)及びア Iレカリ pH(7.5・8.0)を用いて、へハリンカツムと 1<4-1に;13十両:々
のク υマトグラフィーを用いた。比活性は、逆岡 HPLCで求めたli~'l 質濃度とト[1ンピン
~H. 'J~活件ρ、ら J十とめたp 濃縮された培養上捕での比活性はが:J <1 IU/mεで、生理的 pHでM製
した 1'1¥1'(rATph)の比活性1:5.3 IU/mgであη、pATの比活性上りも低かった しル‘し、
アルカリ pHで精製した rAT(l'ATal)の比活性1:7.3 IU/mgとpATII)比1号性とlril等であ
った。逆相HPLCで測定した純度1士、いずれも 990'0以上であった(データ官略) 州 r1¥1'
は向じカラムクロマトグラフィーで精製され、 pH条件のみ異なるが、精製品の比活性ItW. 
fcった。
い1最のfihi‘rATを、非還元条件下での SDS-PAGEで分析した Eこん、類似濃度のダブルf
ンドが険出された(図 4・1)。それらの分子量は、 58及び 56kDa - ~、品々、 α アイソツ r
ーム及び8アイソフ才一ムと想定された.pATでの 8アイソフ tー ム含fil土5-10%である
が[10] 、 rAT の分析での 8 アイソフょーム含誌はL 、ずれも約 45~0 で、 pAT の合匙よりも高
かった。
δ1 
表 4-1 CHO細胞培養上清からの rAT精製
精製工程 液量 総AT 総活性 活性 比活性
(υ 蛋白量(g)a) (IU) 収率(%) (IU/mg) 
生理的pH(7_2-7.5)での rAT精製
濃縮培養上清 3.0 
へパリンカラム溶出画分 1.0 
ヒドロキシアパタイトカラム溶出画分 0.5 
DEAEカラムパス画分 1.0 
フェニルカラムパス画分 2.0 
濃縮画分 0.4 
アルカリ pH(7.5・8.0)での rAT精製
濃縮培養上清 13.8 
へパリンカラム溶出画分 20.0 
ヒドロキシアパタイトカラム溶出画分 20.0 
DEAEカラムパス画分 40.0 
フェニルカラムパス画分 50.0 
濃縮画分 2.0 
a) AT蛋白質定量は逆相HPLCを用いて行った。
M 1 
分子量(kDa)
96 
67 
43 
30 
3.9 
1.9 
1.8 
1.4 
1.3 
1.2 
139.5 
56.0 
54.8 
56.4 
53.0 
51.0 
2 3 
15900 100 
6360 40 
613800 100 
372300 61 
αアイソフォーム
ー- sアイソフォーム
図 4-1 rAT及びpATの非還元条件での SDS-PAGE
4.1 
5.3 
4.4 
7.3 
LanpM、分子量マーカ-fフォスブオリラーゼB;96 kI>a、ウシ血清アルブミン;67 kDa、オブア
ルブミン;43 kDa、カルポニックアンヒドラーゼ;30 kDa) 
Lane 1、生理的pHで精製したrAT Lane 2、アルカリ pHで精製したrATLane 3、pAT
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T v)各ヒー ク比，私峠水カラムクロマトグラ-;(一分析による r7長4・2
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0.2・0.73.8・4.46.1・6.5比活性(lU/mg)
26% 10% 64% rATph 
24% 6% i1% pH 
36% 
δ3 
19% 45% pH 6.5 ;こ調整したrATph
4-3-2. rATの変性型
rATphとrATalの比活性の違いを解明するために、両rATを疎水カラムクロマトグラフ
ィーで分析した。ラテント型と天然型は疎水カラムクロマトグラフィーで分離できる[31]。
結果を図 4-2に示した。rATphを疎水カラムクロマトグラフィーで分析すると、メインピ
クー (40分)の後ろに 2つのマイナーピークが溶出した。各ピーク中の ATの阻害活性測
定の結果、メインピークは高いトロンピン阻害活性を、 2番目のピーク (55分)は弱し、活
性を有していたが、 3番目のピーク (67分)はほとんど活性を有していなかった。しかし、
rA'falはシングソレピークでトロンピン阻害活性は高かった。これらの結果は、メインピーク
が rATの天然型であり、弱し 1阻害活性を持つ 2番目のピークはプレラテント型、 3番目の
ピークはほとんど阻害活性を持たないラテント型であると示唆された。rA1'phは、 64%の
十分な活性 (6.1-6.4IU/mg)を有する天然型、 10%の弱し、活性 (3.8・4.4IU/mg)を有する
プレラテント型、ならびに、 26%のほとんど活性を持たない (0.2-0.7IU/mg)ラテント型
からなる(表 4-2)。それゆえ、 rATphの総合的比活性は、ほとんどが天然型である rATal
よりも低かった。両rATの各型の 8D8-PAGE分析によると、 uアイソフォームと 8アイソ
フォームの割合は、天然型とラテント型で同じだったが、プレラテント型では、 8アイソフ
ォーム含量が高かった(図 4・3)。このことから、 8アイソフォームの方が生理的pHにおい
てプレラテント型になりやすいことが示唆された。
M 
分子量(kDa)
ー剛咽喝
96 
67 
43 
30 
1 2 3 4 
αアイソフホーム
8アイソフォーム
図4・3 rATの疎水クロマトグラフィー画分の非還元条件下で、の 8D合PAGE
LaneM、分子量マーカー ;Lane1-3、生理的pHで精製したrAT;
Lane 1、天然型 Lane 2、プレラテント型 Lane3、ラテント型
Lane 4、アルカリ pHで精製したrATの天然型
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4・3-3.rATのpH依存的阻害活性
M製過程における pH依存的に rATの比活性が異なったことから、 pH変化が l'ATphの
活性変化に及ぼす影響について調へた。 rATphを 1M塩酸を用いて pH6.5 ;こ、あるl、I't1 
M水酸化ナトリウムを用いて pH8.0 ;こ調整し、疎木カラムクロマトグラフ fー をJf]L、て分
析した(去 4'2)0pH 8.0に調整したとき、ラテント明の割台it変わうなかったか、ソレエラ
トント型は減少し、天然理!が増加したー rATphのプレラテント明1:γルカリ pHにおいて
天然別に変化したと奇えられた、 pH6.5 に調整したとされ、うよFL ト't~もっ・ しラ子ント引
も刑Jmし、天然引が各変性却に変化したと示目安された rATph 山総 (~(I'J1七活性It、pHiこf!¥
(r:して変化した(データ行略) これらの結県から、ノレラγι ト叩レ FJFR申~:t pH 1こfkt'が
して吋J望的に構造変捗すると結論された
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表4・3 rATとpATの単糖組成分析
Fuc GalNAc GlcNAc Gal Man 
rAT 2.6 Not detected 圃12.9 7.2 10.8 
pAT 0.1 N otdetected 12.9 7.6 9.6 
単糖組成はいずれも蛋白質 1モルあたりのモル量で示した。
Fuc、フコース GalNAc、N.アセチルガラクトサミシ GlcNAc， N.アセチルクcルコサミン
Gal、ガラクトース Man、マンノース Sia、シアル酸
4・3-4.一次構造解析
Sia 
'5.4 
7.4 
アルカリ pHにおいて、rATは高度に精製されたので、rATalの物理化学的性状を分析し、
pATと比較した。rATとpATのアミ ノ酸組成はATのcDNA配列[32]から想定されるアミ
ノ酸組成理論値とほぼ同じ値を示した(データ省略)。両 ATの N末端アミノ酸配列は
His-Lys-Ser-Pro-Valであった。Ser-3から始まる 2アミノ酸欠失体が少量含まれており、
その含量は6・7%で、同ATで同じであった。 rATのペプチド、マッピングは、 pAT'とほぼ同
じであったが、結合した糖鎖の違いにより 24分と 46分において異なっていた(図 4・4)。
4・3-5.糖鎖解析
pATは、4箇所のN型糖鎖結合部位に、主にパイアンテナ型複合糖鎖を有している(33，34]'。
一方、 rATの単糖組成は、 pATのそれと少し異なっていた(表 4-3)。主な違いは、 rATに
おいて、フコース含量が高く、シアル酸含量が低い点である。 N-アセチルガラクトサミン
は検出されず、ムチン型の O型糖鎖は、両AT'に結合していないと示唆された。 N型糖鎖
を除去したrATの分子量測定においては、理論分子量と同じ 49401Daが得られた。
4-3・6.rATのコンブオメーション
rATの遠紫外部の円二色偏光スベク トルは、 pATと同じだった(データ省略)0 208 nm 
及び 222nmにおけるネガティプピークが観察され、蛋白質のαヘリックスと 8シートの
存在が示された。近紫外部の円!二色偏光スベクトルは、 3次構造の変化に対して敏感に変化
するが、両ATで同じだった(データ省略)。以上のことから、両ATのコンブオメーショ
ンはほぼ同じであることが示された。
4・3・7.へパリン結合親和'性
へパリン結合親和性はへパリンに起因する構造変化をトリプトファンの蛍光変化として
捕らえた(図 4・5)0rATとpATの解離定数は、それぞれ0.111M及び0.611Mと計算され、
rATのへパリン親和性はpATの6倍であることが示されたQ しかし、 rAT及びpATのへパ
リン飽和時の相対的蛍光強度が 0.40及び0.38であり、ほぼ同じであった。
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本市ー では、CHO細胞の舟::引した組換えATの1古製と性状分析をfJ ;-J t:. pλTけpH5.ろ'9.0
において安定で[35]、ヒト血煩からは主に生埋的pHて‘↑占拠される10‘:Hl.37] pAT 山崎製
のi品開では、ウイ Iレス不活化・仁紅での熱処理でラテント型とフレラチント明か'1:成十るか、
後の1Fait出T.fiでそれらI;t除去され、比活性は約 7IU/mgである。i..:研究の CHO細胞1守;'k
rAT v)附製の場合、培長1:tillドにラテント型か台，(正し、品製工程においても形成されたが、
理論的にはへハリンク uγ トグラフィーの分離能[13]にヒれIf、除去された'-;1:-1"である し
かし、生理的pH下で結製した場合、精製rATphv)比活性は、 pATの7IU/mgよりも低l、
5.3 IU/mgであったの他方、アルカリ pH下で1古製したr.ATalv>比活性i土7.3IU/mgであり、
精拠℃慢において、 rATの変性体を除去できることがボされた 疎水カラムクロ γ トグラ
ウ f 一分析では、精製 l'ATph にのみラテント型とブレラテント噌か(，~作.し、'1;略的 pH て-
1: rATは完全にもしく門部分的に変性寸ることがポRをされた アルカリ pHにおいて、
r凡1'phの阻害活性が回悔し、興味深いことにブレラテント噌が天然壊に変換した
rATの可逆的構造変換は、倒i鎖に結合した槽鎖の影響であるヵ・4知れないe ~ d"'らl士、
日ichiapastolお由来rATの比活性がpATの半分であり、阻吉活性昂{立近くのThr386/
の O結合型マンノース{ヒにより活性低下したことを報告した {22} そこでめ構造変化は、
糖陪飾による不可逆的構造費換であると考えhれた R しかし、4，;僻究においては、単蹄組
成分析と脱糖処理i査のl'ATの分子量測定から、 CHO細胞ご産生3れfこrATにはO型“
修飾が無いことが示された。それゆえ、 CHO細胞庵生rATの阻害活性ループ付近の構造は
5i 
• 
pATと同じであると考えられた。次に、 GHO細胞産生rATと，pATの修飾糖鎖の大きな違
いは、 8アイソフォームの含量の違い、すなわち、 Asn-135への N型糖鎖非結合率の違い
であり、 rATで45%、pATで 10%以下である。この違いにより、 Asn-135に結合した糖鎖
園
の立体障害がより少ない rATのへパリン結合親和性は、 pATの 6倍を示した。また、
SDS-PAGE分析で、 rATphのプレラテント型においてのみ8アイソフォームの割合が高く
なっていた(図 4-3)0 pH 6.5付近でのインキュベーションで、 αアイソフォームよりも 8
アイソフォームの方が阻害活性が低下することも確認した(データ省略)。それゆえ、 Bア
イソフォームの方が、pHに依存したフォーノレディング変化が大きいと思わIれた。生理的pH
では、天然型からプレラテント型あるいはラテント型に容易に変化し、アルカリ pHでの比
活性回復に見られるように、プレラテント型は可逆的に天然型にもどる。結果としで、 8ア
イソフォーム含量の違いが、 pH依存性の比活性変化の原因となったと考えられた。
本研究で用いた種々のクロマトグラフィーの rATの精製における役割は以下のようにま
とめられる。へパリンクロマトグラフィーでは、 αアイソフォームと 8アイソフォーム、な
らびに天然型、ラテント型及びプレラテント型を分離できる[13，14l!oしかし、 αアイソフ
ォームの天然型と 8アイソフォームのプレラトント型はへパリンクロマトグラフィーでは
分離できなかった(データ省略)0Bアイソフォームのプレラテント型は高いへパリン親和
性を有し、精製工程で除去することは困難であると思われる。それゆえ、本研究では、へ
パリンクロマトグラフィーの代わりに、疎水カラムクロマトグラフィーを用いた。疎水カ
ラムクロマトグラフィーでは、 αアイソフォームと 8アイソフォームの分離はできなかっIた
が、天然型、ラテント型、プレラテント型の分離は可能で、あった。逆相 Hf>LCでは、プレ
ラテント型と天然型の分離はできなかったので、純度左蛋白質濃度の分析に用いた。
rATをアルカリ pHで精製すると、 rATalは高い比活性 (7.3IUlmg)を示した。I1A'Fa}
の CDスベクトノレ、 N末端アミノ酸配列、アミノ酸組成、ペプチドマッピングといった物
理化学的性状を分析し、 pATと比較した。 rATalはpATと構造上同じであり、創薬フ。ロダ
クトとしてふさわしいと考えられた。rATalは45%の8アdソフォームを有し、 pATの6
倍のへパリン親和性を呈した。へパリンやへパリン様グリコサミノグリカンは血管内皮や
血管外空間において、 ATやトロンピンの受容体として働くため(39，40]、臨床応用におい
て、高いへパリン親和性出有利に働く可能性がある [41，421'0今後、 CHO細胞で産生 aした
rATの精製サンプルを用いて、 pAT~同様の安全'性f.t.'らびに効力を評価する予定である。
産業スケールでの調製法が達成されれば、臨床使用可能な rATを安定供給することが可能
となるだろう。
生ι主主豆
AT'はセリンプロテアーゼインヒピターであり、血液凝固カスケードにおける主要な調節
因子である。ヒト血柴中のATには、多量に存在する αアイソフォームと量の少ない8アイ
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-135 ;こ N型賠鎖が暗合してソフォームという 2つのアイソフォームが存在し、 1走者は
天然則、フォールディングの違いにより、
ブレラテント型土呼ばれる部分的な
ト唱を会むrAT
その比fi性It pAT t 
1・AT-ごItラテントT!とフ'し
おらず、へパリンへの親和性は前者より高い拘
変性してラテント型として知られる不活性型、及び、
変性型の 3つが存{Eする本研究では、CHO細胞から産生されるヅレラテシ
の精製とその性状分析を行った
も低くなった“疎水相互作用クロマトグラフィーを用いると、
生理的 pHて rATを精製ナる土、
ト ~Hi.、ごl'ATを十占拠十ると、フ可レラテンしかし、アルカリ pHラテント型を検出できた9
J;I吏~ f ril FrU!r Iこi二年十しfニpAT その比活性!1:、};_然明に Ifj並がjにプオールデイングされ、
N k端γ
Ji frf世向性に Li)比杭し
'ft賢組成分f斤、アミ
f、，、リこ
クトル、
へブチトマゾヒング、
CDスJi4rJif製された rATとpATを、 SDS-PAGE、
ξ ノ般配列分析、 iド愉組成分析、
CHO細胞で応ごわったとrilしT rAT は踏t員以外のfAJEltpこれらの分析の結果、た。
pH (t.: T 上1)t〆、ハ 1) :...烈 fut'h~ ~ li] t:し、生した rATは 8アイソフォーム合批がftJiく、
イT:的なfi社古:活性か認められ犬二、
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ムス ター卵巣細胞で産生
生1.~江ii
血吸[t1来のヒトアンチトロンピン (pAT)は血中に 125mgfLで(((r-l-る58kDa v)柑監
f' I版で[1、過乗IJf~ プイプリン形成を抑制すろという t主要な役a刻々回i している
した遺伝子組換えアンチト ロンビンの播種性血管内
pλTli:セリ
チャイニーズノ
凝固異常モデノレでの効果
ニo-:.
早5 第
ト 11 ンヒン、括性別血ì~説r，!，ij ・日 XlJ.1 {-ンプロテアーゼインヒヒターファミリーにMし121、
??，、， ， ?
と呼IfJ lる131
みそのPIl'，占活性It 
ニオしは r_.、J 、リンコツァケタ-rfit!:I 
土呼Inlるf進行性7[~'性jのようないくつかの脱[8Jl:1 (-を阻定し、
ンの存(F.ドで約 1000出に則強され、
135 pAT f1シアノレ般化した槻合11qのパイアンテナ踏鎖を 1 5"円山 t五位で ~P/.. { ，J ， 51、96(立、
(/>tザfH'd.thu(/)打無l:I n ，こ結合している[6tpATにi士、 A叩・135位、 J55 (立及び 192(~[!J) 
により 2柑矧のアイソフォームとして、結鎖が付加されてL、る Gγf、/ソオームと結!Wlが
1)ン私fTJr
r、リン結台市門:を (iす
sn-135 ;ニ討if干した賠お!iAtJU付加されていない 8アイソフォームがある[7]
妨げるため、 日アイソフォームの方が αアイソフォーム上 t)L ~jい，
る1810
バイオ医葉品としての pATは、播種性血管内説匹1異常 (DIC)十先天性アンチト nンピ
ン欠t1曜の治略に使用される[9，10]0また、 pATを用いた温度の敗血症や附血1a.シυック
についての臨床研究もfTわれている[11]、動物実験や臨床試験からは、県出ン':1ノク[12]、
肝障占[13]、くも膜下出血[14]、肝性幹細胞移植[15]、 子痢泊Ii1iE[161といった応用がぷ峻さ
主だ実用化には宅っていない。れてきたが、
(rAT)はトランスジェニツクヤギを用いて由'j~、収41で生産され
及
組換えアンチトロンピン
l17]、バイハス手術を受けたへパリン抵抗性患者の術後ケアの臨床試験に使用さtしている
[18]" l'AT はチャイニーズハムスター卵単 (CHO)姻si1[19.20]、COS'l細胞[20、21]、
生系1:"長た確立大i.Yベビーハムスター腎臓 (BHK)細胞[22]でも琵現されているが、
されていたい.構築された CHO細胞での rATの軽現系l士、フェ f:八ンチ培接系で 1gιの
産生レベルに達した[23]0前章では、精製した l'ATはpATと1"1じ比活性を持ち、 N噌鯖棋
を含んでいた。踏鎖修飾率は低いが、pAT:こ比べると上り高いへハりン親向性を持つ二と
を示した。本章では、CHO細胞で産生した rATの 5積額の N型結鎖構造を明らかにする
を行ったin nU'() t~ らびに inm-o薬理活性を
63 
とともに、
5・2.材料と方法
S-2-1.材料
rATは第 4章に記載した方法で調製した。簡潔に述べると、 CHO・K1細胞を宿主に rAT
を高発現した形質転換体を無血清培養し、上清中の rATを、弱塩基性 (pH8.0)で、へパ
リンカラム、ヒドロキシアパタイトカラム、陰イオン交換カラム、疎水カラムを用いたク
ロマトグラフィーで精製した。比活性は 7.3IU/mgで、精製度は 99%以上だった。pATは
ベネシス製のノイアート製剤を用いた。グリカナーゼF、セルロースカートリッジ、ピリジ
ルアミノ (PA)化キット、 PA化糖鎖。23はタカラバイオ製を用いた。血膿由来ヒト lトロ
ンピンはロシュダイアグノスティック製を用いた。リポ多糖 (LPS) (大腸薗 0127:B8)は
ディフコラボラトリー製を、 トロンポプラスチン(トロンポプラスチン Cプラス)はデイ
ドベーリング社から購入した。病原性フリーのラットは、ケアリ一社から入手した。ラッ
トは、 12時間の昼夜サイクルで22土20Cで、湿度 50士10%で飼育した。通常の固型飼料を
与え、水は自由に摂取させた。動物試験は、田辺三菱製薬の動物倫理規定に則って行った。
5-2-2. N型糖鎖分析
N型糖鎖を遊離させるため、0.25mgのrA'fを0.5%2-メルカプトエタノール、0.2%S'DS、
1%ノニデット P-40を含む0.2M トリス"塩酸緩衝液， pH 8.6中、 1mUのグリカナーゼF
により 37
0
Cで 16時間消化した。rATの49kDaのコアポリペプチドまで分解されたことは
SDS-PAGE分析包4]で確認した。
遊離した N型糖鎖は、メーカーのプロトコールに従って、セルローヌカートリッジで精
製した。N型糖鎖画分を乾燥し、還元末端は PA化キットを用いて 2'・アミノヒ。Fジンでラ
ベルした。得られた PA化糖鎖はセルロースカートリッジで精製し、 Naikagawaらの報告
に従い、溶離液Aとして 10mMリン酸ナトリウム緩衝液， pH 3.8を、溶離液Bとして、
0.5%の n-ブ守タノールを含む溶離液Aを用いた逆相 HPLCで分離した[25]。すなわち、 PA
化糖鎖は約 50p_Lまで濃縮し、溶離液Aで平衡化した逆相カラム(島津製作所製Shim-J>ack
CLC-ODSカラム、 7.5mmX75 mm)にアプライし、 550C、1mLl分で、溶離液Aで 10，
分間送液した後、溶離液Aに対して溶離液Bを50分聞かけて 0%から 100%に直線グラジ
エントで溶出した。励起波長 320nm、蛍光波長 4001'lmの蛍光でモニターし、各ピークは
手動で分画した。 30~120lgのPA化糖鎖は、 0.1M酢酸・トリエチルアミン，p]f5を用い
て、コスモシール5C18AR-300カラム(ナカライテスク製)を装着した逆相HPLCで脱塩
した。凍結乾燥したサンプルは 99.97%の重水に溶解して、凍結乾燥し、再度重水に溶解し
NMR分析に供した。lH-NMRはUNITYINOVA600スペクトロメーターを用いてフーリ
エ変換モードで分析した。アセトンを対照とし、 270C及び 450Cで lHナノプロープを用い
て測定した。PA化糖鎖の各シグナルを、Vliegenthartら[26]の決定したシグナルと比較し
て構造を決定した。
PA化糖鎖を、 Nakagawaらの報告に従い、陰イオシ交換カラム(東ソー製 TSKゲル
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DEAE'5PWカラム、 7.5mmノ<75mm)で分離した[25} すなわち、 30l1gの PA化腎蹴を
溶雌液 Cとしてトリエチノレアミンで pH9.5 に調整した 10~oアセトニトリルで、平衡化した
DEAEカラムにアプライし、 30rC、1mν分で、 10分間j送局した後、 i容離i{をD ¥3九酢齢者?
トリエチノレアミンでpH7.3に調整した 10'}oアセトニトリル)で、溶向(tf'<C :こ対して、 40
分間かけて 0%から 20%に直線グラジ・ェントで溶出した励起波長 320nm、蛍光波長，100
nmの蛍光でそニターし、 3つの PA化瞭鎖画分を分権した{去、 j主国 HPLCで精算iJ止を定批
したη
5'2'3.物用化学的分析
0.5 mgの rA'1あるいは pATを溶離技Eとして 50m!¥lリン煎ナトりウム説耐i伐 pH7.5 
で平街化した 3炉Ii!lf~占の分析FfJへハリンカラム (Hi''I'rap へハ Ij シ HP 、 1 mL、γマシ γ
ムハイオサイエンス製)に注入し、 280nmでそニターしなが内、本:i弘、 0.5mJj ~)で、 10
分11]送液した後、 1官同唯j夜Fとして 3M塩化ナトリウムを合むらom1¥lリン併ナトリウム松
術椴， pH 7.5を!日い、格闘佐1夜Eに対して 60分間かけて OHn，ぅ、J2100OU4dl:糾グラジエント
で治H¥した.
守5a化学~品別テストチーム A'1'田 2 キットをm" 、て、八ハリンコヴアクター活性を1制定
した。 12nMの l'A'Iあるいは pATを、 37Cで、 12511Lの 50ml\ I トリス・場訓告符惨rtl~ ， pH 
7.5 q1で、 2U/mgのへパリン仔(E下で 12nMトロンビンと、 0.5、1、2、5、10及ザ :30") 
fIJインキュベートした 1 各時間で 10011Lの 1.5mM S'2238 (事・化学長品別)を前加し、
37'Cで 5分間反応させ、 1mLの反応停止椛添加で反応停止した .105 nmの吸光庶を測定
し、政作トロンピン活性を測定した。進行性活性は、へハリン j~作(E下で k記とl.iJじJiW
で行った。 2、5、10、30、60及び 120分間イ ンキュベートして残存トロンピン活性を測定
したの
A'Iとトロンピンのストイキオメトリーには、 6011Lの 50mMトリス塩階緩俸れほpH7.5 
qJ、0から1.2611MのA'1と0.6311Mのヒトトロンピン乞、 2U/mgのへハリン({(fド・非
仔花下で、2SrC、1時間イ ンキュベートした 20l1Lの反応液E5OL1しの 1.5mM S-2238 
を混合し、25"C、1分間イ ンキュベートし、 405nmの吸光度を測定した
5・2・4.rA'1とI)A'1の inw-m薬理効県
1'A'1の薬効評価には、既報[27'29]にあるように、 LPSあるいはトロンポプラスチンの持
続注へによる DICモデルを用いた。ここでは、 180から 260gのすスの Sprague-Dawle)・
(SD) ラットに足静脈から LPSを持続注入して DICを誘導しfニ ワィブリノゲン量と血
小板測定のためには I.5mglkgの LPSを、 トロンピン・アンチトロンピン('1AT)寵合体、
アラニンアミノトランスフエラーゼ (ALT)、アスパラギン般アミノトランスフエラーゼ
~AST) 濃度測定のためには、 15 mglkgの LPSを使用した LPSの尾静脈注入と同時に、
62.5、12S、250IUlkgの rAT、pATあるいは生理食器正水を注入Ltこ(各群8匹)。ラット
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は、 LPS注入終了の 2時間後に炭酸ガスで安楽死させ、 119容の 3.8%クエン酸ナトリウム
を含むプラスチックシリンジを用いて心臓採血した。血小板は、自動計測器(ミクロセル
カウンタ-F.800、シスメックス製)を用いて測定し、その他の測定は 40Cで 3500Xgで
10分間遠心した血柴を用いて行った。rATがへパリンの薬理効果に及ぼす影響を調べるた
めに、 62.5IU/kgのrATあるいは生理食塩水を 300U/mgのへパリン存在下・非存在下で
注入し、 ALTとTAT複合体の濃度を上記のように測定した(各群5・6匹〉。
トロンポプラスチン誘導DICモデルでは 200から 240gのオスのウィスター系ラットを
使用し、 7.5U/kgのトロンポプラスチンを 1時聞かけて尾静脈より注入し、さらに、 62.'5、
125あるいは 250IU/kgのrAT、pATあるいは生理食塩水を持続的注入した{各群8匹'J。
トロンポプラスチンの注入終了後、安楽死させ、血液・血摂は上記のように調製し、各種
パラメーターを測定した。
へパリンコファクター活性は正常ラット血摂を 100%として測定した。血柴サンプルは
50 mMトリス塩酸緩衝液、 pH7.5で 50から 100倍に希釈した。血暖'FA'F'複合体レベル
は市販キット (TATテストコクサイ F、シスメックス製)'を用いた EL1SA(酵素結合免疫
吸着法)で決定した。フィブリノゲン濃度はトロンボチェック Fib.(シスメックス製)を用
いた凝固活性で測定した。ALT濃度と AST濃度は富士ドライケムスライド GPTXAli予PID
富士ドライケム 3500V及びGOT/AS干p.m富士ドライケム 3500Vを用いたuvの吸光度で
それぞれ測定した。
5.2・5.rATとoATの薬物動態解析
A'Tの薬物動態解析に陪、 250から 280gのオスの SDラットを使用した。ラット尾静脈
より 250IU/kgのrATあるいはpATを注入した〈各群3匹}。尾静脈Jこり約10125mLの1血
液を 96時間までの 10ポイントで、各々 119容のへパリン溶液に採取した。血壊は全血を遠
心分離して得た。薬物動態ノぐラメーターはこの分野でよく用いられる W:I!nNonlinの非コン
ノ号ートメント分析プログラム (03.1版) (ファーサイト製)により得た。血柴AT抗原レベ
ルは、ウサギの抗ヒト ATポリクローナノレ抗体 (AOQ96)を用いた EUSAで定量Lた。AT
抗原濃度LJATは、注入前の各時間における AT'抗原濃度を差し引いて求めた。
5・2・6.統計
全てのデータは、平均値±標準誤差 (SEM)で示Lた。正常群左コントロール群の比較
では、 Studentのt検定あるいはWilcoxon検定を行った。実験的D]Cモデルでは、 AT各
投与群とコントロールを比較した。統計は Dunnett検定あるいは Steel検定を行った。薬
物動態解析では、 rATとpATの比較に Studentのt検定を用いた。統計的有意差は、 5%
で評価した。
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5・3・1.rATのN型糖鎖構造
ATに結合していた糖鎖は遊離させた後PA化し、逆相HPLCで分敵した HPLCカラムで
分離したパターンはrATとpATで異なっていた(図5・1A) fAT由来の 1--5の5tζのヒ
ーク 両分は IH-NMR分析に供したt 各ヒーク中のPA化糖鎖{士、 γliegenthartらの報告し
たシグナノレ包6]と比較して構造決定した(図5・1B) これらの全ての椅凱Ii:バイ γンテ十E望
新鎖で、 5本のうち 4本はα1・6ブコースが還元年端の N-γセチルグルコサミン (GlcNλc)
に結合していた。
シプノレ階化の度合いを決定するために、 ATのPA化蹄$WtNakagawaらが槻己ー した}j法
で[26]、DEAEカラムをJfI，t、て、中性騎鎖(アンアu陪鎖}、モ Jンアn鮪鎖、ジシアロ輸
鎖に分離した(データ省略)， トリシアロ蹄鎖ならびにテトラシア n結航It台主れてL、たか
った。これら 3種の砧比は長5・1に示した rAT 1士pATに比べて、 γシアn時的が kり多
く、ジシアロ粧鎖はより少なかったの3つのDEAEカラム凶i分を別々にi並行1HPLCご分tJf
し、溶H"時HIJを図5・lAに不した5つのヒークと比較したジシア 11ld!j分119分;こ溶1し、
ピー ク 5と同じ位院であり、ヒーク 5がジシアロ踏鎖であることがわかった 川慌に、ヒ
ーク 3及び4は -つのシアル障者を含んでおり、ヒータ 1及び211:乙γル醍今台んでいたか
ったか
pATの主要なPA化糖鎖であるヒーク XI士、 3隠のγ イナーヒーケと比に29分にriJ.H¥し
た(凶 5・1A右)、rATのフコース化した PA化時鎖が諒出した 10勺以!なにはpATの椅jl'i
ピークは溶出しなかった。ピーク Xの溶出位置は、プコース化き凡ていないソンアロパイ
アンテナPA化:蹄鎖・023と同じ位置であった。主た、ヒーク Xlt、DEAEカラムでItジシ
アwIlflI分に溶出した。こららのことからピーク Xの惜造1士、図5・1Cであることがわか勺た
この構造l士、 pATの主要な櫛鎖構造であると他のグ・ループから報告されている[1.5J 
lIi章で、rATのへパリン結合親和性がpATよηも高いことを報:りした
オームは αアイソフォームよりへハリン親和性が高いことがぷされている[8] J"AT 1:分析
閉へパリンカラムで、65分に溶出したピーク 1(550/0)と、85分に詐iiしたヒーク n( 45 ~n) 
(凶5・2A)という 2つの両分に分離されたn他B、pATは主要なヒークが65分に綜出し、
ピーク日と見られるショルダーピークが溶出した(位:}5・2B)-SDS-PAGE分析で、ヒーク
Iとピーク ll1:， それぞれ58kDaと56kDaに泳動された(データ省略)"2 kDaの分チ
差は 1個の精鎖蓋量に相当し、ヒーク lが完全に結額付加され、ヒーク 日は一つの糖
鎖が欠相していることを示しているn ピーク 日の遅い溶出時間i主人ハリンに対する結合活
性が強いことを示している。これらの結果は、 l'ATの高いへハリン結合親拘性は、 rATの8
7イゾフォームの高い存在比率が原因であること金証明している
上記、糖鎖分析の結果、(1)rAT はαアイソフォームと@アイソワオームから構成され、
他方、 pATはαアイソフォームが主要成分である、 (2)rATの主要な慌鎖構造はpATの構
造と同様パイアンテナ型構造である、 (3)rATの はpATよりもγアル般化の面でもフ
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rAT及びpATの糖鎖構造解析図5・1
PeakX 
逆相HPLCによる rAT(左)と pAT(右)の PA化糖鎖分離パターン
ピーク 1司5のPA化糖鎖構造:Sia、シアル酸;Gal、ガラクトース;GlcNAc、N-アセヂルグルコ
サミン;Man、マンノース;Fuc、フコース
C) pATのピーク XのPA化糖鎖構造
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化糖蝕の比率モノシアロ、rAT及びpATのアシア口、表5・1
ジシアロ守'~ (00) モノシアロ型 (~o)アシアロ型(%)
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へハリンカラムによる αアイソフすームと 8アイソワ寸ームの分離[':(1 5・2
5・3-2.rATとpATCJ) inげtro活性の比較
へパリンコ γアクター活性と進行性活性は、 S-223
0.1) m~ の rAT (A) J1u.f pAT (B)をらOmMリン階ナトリウム緩衝枚、 pH7.ろに手術化したへパけ
ンカラム CHi'Trapへハリシ HPを3倒10:列に4fT)ι7巨人し.Iil (ヒサトリウム約濃度グ弓ン 1 シト
でrillした
シアルl'ATの方が pAT上りもよりフコース(ヒされてお灯、コース(ヒの面でも多慌であり、
般化は低い。
をm~ 、て測定した、 rAT と pAT の阻
，=L"曲線を
活性も進行性活性も同じであることが示された
国定したトロンピン'
リンコファクタ lー.Tf士へ/(図 5-3A及ひら-3B)、rATとpれ合わせたところ
を0--2そ Jレと変化させたEきの AT止トロンに対する AT
者をインキュパートするビンのストイキオメトリーは、へパリン存在下及び非存(E下4
3 
月完全な阻害が起こった1 ; 1 へパリンの存在下でも非存在下でわ、
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ことにより決定した
トロンピンと等モル複合体この結果から、 rATはpAYと同様に、(図 5-4A及び 5-4B)。
を形成することにより阻害することが示された。
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rAT及びpATのへパリンコファクター活性及び進行性活性
反応時間(分)
40 
図5・3
。。
A) rAT (・)及びpAT(口)についてのへパリンコフアクター活性は、 12nMのATと12niMトロ
ンピンをへパリン (2Ulmgトロンビン)存在下でインキュベートし、残存トロンピン活性を 8-2238
を用いて測定した。インキュベート 30分で求めた値を 100%とした。
B) rA'F (.)及び pAT(0)についての進行性活性は、 '(A)でのへパリン非存在下での残存トロン
ビン活性を測定した。インキュベート 120分で求めた値を 100%とした。
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rATとpATのトロンピン阻'占ストイキオ d ト1)ー図 5・4
での種々の農I賓のrAT(・..)及
峻存トいンピ./f.¥f1:を S-2218~と月i
ヘハリン (2U/m事トロンビン)存住下 (A)及び.JI:(f-(王ト(Bl
びpAT(口、C')を0.63μMのトロンピン土インキ 1へートL‘
いて制定‘した
このそデyレて'は、
5-a・3.rATとoATのinげγo義理効果
LPS 誠導ラット DICモデルi士敗血症患者の典哩!的なDICモヂルである
サゾト内毒素血症においLPS だけで仕く 、肝臓などの臓器障害も引き起こす
そこで、ラット DICモ、る(301理効果の有効性が報告され J
i1 
てpATの250rU/kgでの
デ、ルを用いて、 rA'fと pATの薬理効果を比較した。
62.5 IU/kgから 250IU!kgのrATあるいはpATをラットに注入し、 LPSの4時間注入
後から 2時間後の血液をサンプリングし、各種パラメーターを測定した。血撲中のAT活性
とTAT複合体濃度は、濃度依存的に増加した(図5・5A及び5-5B)。また、 rATもpATも、
血柴フィブリノゲンレベルと血小板数の減少を阻止した(図 5-5C及び5・5D)。これらの結
果は、 rATはpAT同様の量でトロンピンを阻害することにより、 DICを抑制する可能性を
示している。さらに、 rAT と pAT は、肝臓の急性障害の指標である AL~ と AST"の上昇を
同じように抑制し(図5・5E及び5・5F)、rA'l'は敗血症DIGのような臓器障害からの回復に
も使用できる可能性を示した。
次に、 rATの薬理効果におけるへパリンの効果についても検討した。 62.5IU/kgのrA.T
と300U/kgのへパリン同時投与で、同じモデルにおける ALTとTAT複合体濃度を測定し
た(図 5-6)0 rATは、コントロールに比べて、ALTの上昇を抑制する傾向を示した (pニ0.08; 
Steel検定)0rAT群とコントロール群聞の Wilcoxon検定による統計解析を行つ1たところ、
p値は0.05以下であった。このrAT効果は、へパリンとの同時投与により減弱した(図15・6A)。
へパリンは、 TAT複合体濃度上昇においても顕!著な効果は与えなかった(図仔6B)0FAT 
はコントロールと比較すると、 ALT上昇を阻害する傾向を示した (p=O.08; Steel検定、
pく0.05; Wilcoxon検定)0rATとへノミリンの併用はコントロールと比べて、 ALTの上昇を
阻害する傾向すら示さなかった (p=0.98; Steel検定)。
ATの薬理効果は、凝固異常により誘導される別の典型的なDICモデ、ルに相当するトロン
ポプラスチン誘導ラット DICモデルにおいても検討した。 ζのモデ、ルにおいて、血柴中の
AT活性は、 ATの投与量に応じて上昇し(図 5・7A)、;pAT'で観察された止うに同じ度合い
で、フィブリノゲン及び、血小板数の消費を抑制した(図 5・7:8及び 5ヴC)。
5-3-4. rATとpATの薬物動態
AT抗原の血中クリアランスを検討するために、250IU/kgのrATあるいはpATをラット
の静脈より注入し、 96時間中、 10ポイントで血液を採取した。抗ヒト AT抗体を用いた
ELISAで血築中のAT抗原レベルを測定した。rATのクリアランスカーブは、 96時閉まで
pATとほぼ同じであった(図 5・8)。血中半減期は両者で有意差はなく、 rA"Fで1'2.8土2.9:
時間 (n=3)、pATで14.0+2.0'時間 (n=3)で、時間曲線下面積 (AUC)は、 rATで2323'
+ 21711g. hr/mL、pATで2505+19311g. hr/mLであった。
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オスのSDラットへ 15mg/kgのLPSを4時間尾静脈より投与し、62.5IU/kg rATまたは、62.5IlJ/kg 
rATと300U/kgへノミリンの同時投与、あるいは、生理食塩水を尾静脈より注入した。
血築中のA)ALT濃度、 B)TAT濃度 データは平均値±標準誤差で示した (n=5~6) 。
勺ま、対Control群でp<0.05(Steel検定)、枇は、対Control群でp<O.Ol(Steel検定)、
#は、対Normal群でp< 0.01 (Wilcoxon検定)。
5司4.考察
一般に、宿主の種類や培養条件により糖蛋白質の糖鎖修飾に影響を与え、遺伝子組換え生
産においては、糖鎖付加が不完全である場合も観察される。これは、恐らく、細胞の糖鎖
付加活性が過剰な蛋白生産に見合うだけ十分で、ないために起こると考えられる。予想され
たように、 CHO細胞系において Asnへの N型糖鎖付加が不完全となり、 rATには 8アイ
ソフォームが高い比率で存在することとなり(図 5-1及び 5-2)、rATの糖鎖構造は、 pAT
とは異なるものとなった。糖鎖の違いはあるが、 rATとpATの生物学的活性は、 invitro 
においても(図 5司3及び5-4)、inwvoにおいても(図 5-5及び5・7)差はなかった。
糖鎖による rATの生物学的活性の影響については、いくつか報告がある。Asn-135に結
合した糖鎖による ATのへパリン結合部位の立体障害により、 αアイソフォームのへパリン
親和性は減少する[7，8]。それゆえ、 Asn-135のN型糖鎖を欠損している 8アイソフォーム
はαアイソフォームよりもへパリン親和性が高い。 BHK細胞により1産生された8アイソフ
ォームでは、 Asn-155に結合した N型糖鎖がフコース化されていることで、へパリン親和
性が半分に減弱することが知られている[31]。本研究での CHO細胞で産生した rATはフコ
ース含量が高いため、 Asn-155に結合した糖鎖もフコース化されていると想定され、:rAT
のへパリン結合親和性は低下していると思われる。rATのへパリン親和性はpATよりtも高
く、それは rATの 8アイソフォーム含量に影響される[24]。さらに、負にチャージしたシ
アル酸化糖鎖は、チャージしたへパリン(へパラン硫酸)と反発するために、 rATの低い
シアル酸化はへパ リン結合親和性に影響を与えると考えられる。しかし、 pATのへパリン
親和性は、シアル酸を除去しても変わらないとする報告もある[7，32]。
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シアル酸化は、 rATのトロンピン阻害活性に影響を与えず[32]、CHO細胞に程現された
rATの αアイ ソフォームと8アイソフォーム関での動力学的ハラメーターの有意差はない
と報告がある [33，34]。この結果は、 rATとpATのトロンピン阻害活性は閉じであったと
いう今回の結果と一致する(図 5・4)ι一方、シアル椴除去はトロンピン阻害活性に影響す
るという報告もある。すなわち、 CHO細胞培養中に増加したシアリダーゼ活性により、産
生されたrATのシアノレ酸が低下し、 トロンピン阻害活性が低下した[35] これは、中性pH
域におけるATのコンブオメーション変化に上る AT活性ω低下であると考えられる 4 また、
CHO細胞が産生する rATの活性が、培養 ・精製中に徐々に低下したさしかし、弱塩基性の
緩衝液 (pH8.0)を使用 した精製により 、活性低下は抑制されることを発見した，これは、
天然のAT分子が中性pH域ではプレラテント型やラテント型にコンワ .tメーション変化す
ることで トロンピン阻害活性が低下することを示している
一般に、シアノレ般の無い結蛋白質は、結鎖非還元末端がガラクトースとなり、肝臓実質細
胞ヒのガラク トー ス受容体におti鑑されることから、血中での下減UJIは恒い[36，37]， ウサキ
では、 rATもpATも完全にシアル般を除去すると数時間の半減期1:15分[Ulに短縮するほ
か[38]、pATのBアイソフォームの血中半減期が、 αアイソフ十一ム主りも短いことが報告
されている[39]0CHO 細胞で調製した l'AT は、 pAT 主~}もシ γ ル酸台量か低く(長 5・ 1) 、
8アイソプオームの含祉は 45%であるので(図 5'2)、血中半減期は短いと子恕さJt，た し
かし、250IU/kg (35 mg/kg)という高い濃度での投与では、 rATとpATのクリアランス
カーブ、は変わらないものであった(図 5・8) 。 ウサギの rAT li:ウサギにおける血中 'I~減期で、
両アイソフォームで差がなかったという 、同じような報告もある [40t これらの結果は、
4 般的な糖蛮肉質のク リアランスのルーノレには反するものである この差異は、限九れた
tのガラク トー ス受容体が少量のATにより飽和され、残りの ATがその受容体に捕獲され
ない、 あるいは、受存体に捕獲されるには、部分的にではなく、完全にシアル醍か除去さ
れる必要がある可能性がある。ヤギのミノレクに分泌された rATはAsn・155，ニハイマンノー
ス型糖鎖が結合しており [16]、肝臓上のマンノース受容体に捕獲されるために[41]、ウサギ
における血中半減期は短かった[42]"
本研究で最もE重要なのは、実験動物の DICモデルにおいて、 pATと比較して、 rATの薬
理効果がどの程度であるかであった。 LPS注入は、細菌感染の病理学的効果を模倣するこ
とができるもので、トロンポプラスチン(組織因子)の投与は、活性化組織図チと血液i娃
固節vn因子権合体の形成による外因系凝固を活性化する DICを引き起こす[30]，そこで、
LPS訴導の内毒素血症とトロンボフラスチン誘導の異常経固という 2つのラット DICモデ
ルで、rATの薬理効果を評価した。その結果、 rATはいずれのモデルでも pATと同様の薬
理作用を示した。 ;妊固異常の主要ハラメーターであるフィプリノゲンと血小板の消費は、
rATとpATの濃度依存的に同様に改善した(図 5.5及び5'iLさらに、ALTとASTはLPS
掠導のDICモデルで、rAT及びpATの投与により抑制され(図 5'5)、rATはpATとi荷憾
の効果で、臓器障害を改善することが示唆された
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凝固と炎症のクロストークが敗血症 DICの多臓器不全症候群を引き起こす重要なメカニ
ズムであると提唱されている[43，4]。すなわち、大量のトロンピンが生成されると微小血
管血栓が形成され、 トロンピンによるトロンピン-プロテアーゼ活性化受容体複合体の活性
化により大量の抗炎症サイトカインが誘導される。このことが、重篤な炎症状況を引き起
こし、微小血管の細胞や組織に障害を与える。逆に、微小血管の細胞は、白血球-血管内皮
細胞の相互作用あるいは他のメカニズ〉ムにより、炎症による障害を受け、障害を受けた微
小血管細胞はトロンピン生成を増進する。敗血症 DIC'では、炎症あるいはトロンビン生成
がこれらのプロセスを通して、臓器不全を引き起こす。 pAT'は抗凝固作用により臓器障害
を阻害するだけでなく、抗炎症作用により、血管内皮のフ。ロスタグランジンIzの産生増加
や[45，46]、好中球の血管内皮接着を阻害する[47]。ヘパリン投与は、 LPSにより誘導され
るラット肺血管障害に対する pATの予防効果を抑制するが、これはへパリンにより'pATが
血管内皮細胞上のへパリンに結合するのを競合阻害するために臓器障害を改善できないと
考えられる[48]。そこで、 LPS誘導DICモデルにおける ALTの上昇をモニターすることに
より、 rATの予防効果に対するへパリンの影響を調べた。その結果、 rAT'陪臓器1障害を抑
制し、へパリン同時投与は、血管内皮細1胞への，rA'Tの結合を阻止し、 rATの効果を抑制lし
ていることが示唆された(図 5・6)。 トロンピン消費のマーカーである TAT複合体は、 rAT
とへパリンが同時投与された場合も上昇した。それゆえ、血中のトロンピン阻害は臓器不
全のrATによる予防効果の直接のメカニズ、ムではない可能性もある。
250 IU/kgという高投与量のrATでは、ラットにおけるクリアランス速度はpAT'と同等
であったので(図 5-8)、rATとpATは同じ濃度で、炎症部位における出血制御を行うこと
ができると示唆された。 TAT複合体は ATの濃度依存的に上昇し、臨床状況の改善に怯、
高濃度投与がより有効であることが示された。今回の研究で、 rAT'は糖鎖の違いはあるも
ののpATと同様の lhVI-vo及びinvitroの効力を持つことが示された。それゆえ、今回の技
術で調製される CHO細胞由来のrA'FはpATの代替として臨床上で使用できると考えられ
る。
生ι主主宣
pATは DICや遺伝的AT欠損症の治療に用いられる。』前章で、 CHO細胞を用回いて rAT
を発現・産生した。精製した rATは55%のαアイソフォームと 45:%の6アイソフォーム
からなっていた。rATのN型糖鎖はpATで見られるようにパイアンテナ型であったが、非
還元末端のシアル酸は少なかった。rATのN型糖鎖の大部分の還元末端のN-アセチルグル
コサミンにフコースが付加しており、他方、 pATはフコースがほとんど付加していなかっ
た。糖鎖においてシアル酸やフョースの違いはあったが、;rATとpATはへパリンコフアク
ター活性及び進行性活性に顕著な違いはなく、 九ロンピンとは 1: 1で結合した。 LPS誘導
ラット DICモデ、ル、及びトロンポプラスチン誘導ラット DICモデルにおいて、 rATはフイ
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プリノゲンと血小板消費の抑制効果が pATと間程度であったーLPS訴導 DICそヂ11，.にお
いて、 I両ATはALT活性及びAST活性か上昇するのを同じように抑制した内Irki去に、薬物
動態解析で、正常ラットでの循環血駿中の血中半減期は、両λTで同様だっそ、これらのこ
とから、本研究では、 CHO細胞で調製した rATは臨床応用さ lれている pATの代持品とし
ての可能性を持つことを示すことができた
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第 6章 新しいドラッグデリバリー担体としての
遺伝子組換えヒト血清アルブミンハイドロゲ、ル
企L盆豆
コラーゲン[1，2]、ケラチン[3，4]、キチン[5，6J:、キトサン肘 81といった天然材料曲来の
生分解性ポリマーとポリ乳酸[9，10]、ポリグリコール酸[11] ポリ ε・カプロラクトンH21と
いった合成生分解性ポリマーは、 ドラッグデリパリー担体として、または移植デバイスと
して、あるいは創傷被覆剤として広く医療補助具として使用されてきた。さらに、これら
のポリマーは最近で、は、 E8(ij引生幹)細胞やiP8(誘導多能性幹)細胞技術の発展と共に、
組織エンジニアリングにおける細胞のスキャフォルド材料として注目されている@これら
の生分解性ポりマーを医療用途に使用するためiこは、ポりマーやその分解物が生体に害を
及ぼしてはならない。この観点から、天然型のポHマーの方が、炎症性の酸性分解物を生
じるポリ αエステルよりも優れている。蛋白性材料では、動物からの調製が容易であるた
め、コラーゲンが最も頻繁に利用されるが、コラーゲンの利用は、 B8E(ウシ海面状脳症)
などのような病原物質の汚染リスクを有する。コラーゲンの安全性を高めるために、遺伝
子組換えによる生産が望まれるが、三重らせん構造という複雑な構造を有するコラーゲン
の大量生産は困難で、ある。
そこで、蛋白性材料として、 PichIapastorisを用いて組換え大規模生産され、医療用グ
レードにまで精製されたヒト血清アルブミン (H8A)に注目ドした[13];0HSA.は、 585個の
アミノ酸残基からなる、分子量66500.の水溶性蛋白質である。35個の半シスチン残基を有
し、それらは、 1個のスルフヒドリル基と 17対のジスルフィド (88)結合を形成しでいる。
H8Aは血中の主要な蛋白質で、薬物を含む種々の生理的なキャリアーとして作用している。
Tanabeらのク。ルー フ。は、血清アルブミンの持つ薬物結合能仁着目し、 ドラッグデリパリ
ー担体の材料としてウシ血清アルブミンと組換え HSA(EHSA)Fを使用した。アルブミン
とポりアクリノレアミドあるいはアルギン酸の複合体でハイドロゲルを調|製】し、薬物検放担
体主して評価した[14，15]。本章では、室温でrH8AのS8結合を還元し、部分的に rH8A
を変性させることで、 rH8Aのみからなるハイドロゲルを調製した。 rHSAハイド弓ゲ、ルの
調製と徐放剤としての特性解析及び、再生医療用の足場としてのI応用可能性についで述べる。
6-2_材料と方法
6・2-1.材料
25%のrH8A溶液は、パイフア社より入手した。組換えアンチトロンピン (rAT)は、第
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4章で調製したものを用いた。ワルファリンはシグ、マ製を購入したsサリチノレ督官を和光純7築
工業社から購入した。ジチオスレイトーノレ (DIT) と安息香隣ナトリウム{士、ナカライテ
スク社より購入した。リン酸緩衝液を含む生理食塩水 (PBS) タブレット1"1:、タカラバイ
オ社より購入した。線維芽細胞 NCTCクローン 929(マウス接着細胞)I t、フローラボラ
トリー社より購入した。ダルベッコの必須最少培地 (DMEM)、ウシtfl疋血清 (FBS)，-' 
ニシリン、ストレプトマイシン、リン酸緩衝液を合む生理食塩水 (pH7.4) 1"1:、インビト
ロジェンネ1:より購入した。
62・2.rHSAハイドロゲルの銅製
件濃度の rHSA溶液を 25%rHSA溶液より綱拠し、血障をE水酔{ヒサートリウムで pH7 ;こ調
静.し7・，rHSAに対寸ろ品終rf(f1t濃度が 10 、 4 、 2 0'0の DIT をl'HS人的I~;こti;解し、 tr唱
で 20分!IH見作した 5%rHSAハイドロゲルr})均合 (Dアf/rHSA比か 0.1)、 16mしのおHO
rHSA溶液を坐sr.f.t地木で 80mLまで/fJ'釈して、 pHを?に謝撃し、そこにO.lgのDTI
を添加し凶作した，39 mL (/)混合液をポリスチレン製の銑閉 (9cm X 1-1.5 cmの角明シ・1・
ーレ)に流し込み、ふたをして、室温で 3H問j仲罰した，、 件られたハイドt1ゲル'1、コル
クポーラーで9mm 何でI半Ij.3 mmのシリング一明;こ成射しと DTIを除去すろために、
ノ、イドt'1ゲルを 4CでPBSに 3IJ!剖ほ摘した。、PBSは毎日交換し f二
/ハ、イド υゲゲ.ルのH防U抗;?月.i潤
SR= (Ww一Wdω)/Wd 
Ww:ilnUrc位、 Wd:乾t宮古
で計算したり温ったハイドロゲルを、 37"Cで 3日間静置することにより、乾鮪，、イドロプ
ルを1}たc
6.2・4.ハイドロゲルのトリプシン及び塩酸グアニジン処理
PBS洗浄したノ、ィドロゲルを、 37Cで 2mLの 0.2500トリブシン椛に浸し、 3日毎;ニト
リブシン液を交換し、 12日間静置した。また、 PBS洗浄したハイドロゲルを室温で2mL 
の6M塩椴グアニジン溶液に躍した。ハイドロゲルの状態を写真撮影し、ハイドロゲルの
1.〔慢を測定した。
6・2・5.ハイドロゲル八の薬物担持
政出実験のモデJレ薬物として、安息香重量ナトリウム、サリチル能及びワルファリンを
選び、各薬剤め 10ml¥I溶液を PBSを用いて調製した lー 蛋白性リガンドとして、 30mg/mL 
の rAT溶液を調製した.湿ったハイドロゲルを各薬物溶液2mLに段し、 4
r
Cで 1週間i静器
した
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6-2・6.ハイドロゲルからの薬物放出実験
薬物担持したハイドロゲノレを、 6ウェル培養プロレートを用いて、室温で 5mLのPBSに
浸した。適宜、 10llLの溶液をサンプリングt、PBS中に放出した薬物量を、吸光度を測
定するととにより定量した、すなわち、安息香酸ナトリウムは 224nm、サリチル酸は 296
nm、ワルファリンは 305nm、rATは280nmの吸光度を、ナノドロ ップ(エルエムエス
製)を用いて測定した。室温での薬物放出後に、ハイドロゲルを 600Cに静置し、完全に薬
物を放出させた。
6-2-7.細胞培養
L929線維芽細胞は、 T-25プラスチック培養フラスコを用いて、 10%FBS、100U/mLの
ペニシリン及び 100p_g/mLのストレプトマイシンを含むDMEM培地中で、 3日毎にサブ
クロ←ニングすることにより培養した。対数増殖期の細胞を 0.2，5%トリ プシンで室温 3分
間処理して剥離し、lO%FBSを含むDMEMに懸濁した。 lmLのDT'F-rHSA混合液(6欄2・2，.
参照)を流し込んでハイドロゲルコートした 24ウェルポリスチレン培養プレートの各ウェ
ルを PBSで洗浄し、 L929細胞播種の 10分前にlO%FBS'を含む DME'Mで洗浄した。 2
X 105細胞/mLのL929細胞を上記ウェルに播種し、 370Cの5%C02インキュベーター中で
培養した。陰性コントロールとして、ハイドロゲルコートしていないウェルにも同細胞を
接種した。細胞接着と増殖は顕微鏡(オリンパス製、 CKX41'N町31PHI?型)下で観察した。
6・2-8.統計
全てのデータは、平均値±標準偏差 (SD)で示した。統計解析は、 Studentの t検定を
使用し、 p値は 5%未満を統計的有意差と判断した。
6-3.結果と考察
6・3・1.ハイドロゲルの調製
血清アルブミンの薬物結合能に着目し、薬剤徐放担体と Lてのハイドロゲルを、 EHSAを
DTTで還元することにより作製した。DTTをrHSA溶液に溶解L、ポリスチレン製62鋳型
に流し込んだ。溶液の澄明度が減少しハイドロゲルが形成されるのに約 24時間を要じた。
コラーゲンからのゼラチン形成、卵白の変性など、蛋白質の熱によるハイドロゲル形成は
良く知られている[16]。今回の製法においても、ゲル化はrHSAの部分変性により起こって
おり、主に SS結合の開裂を通して疎水残基の分子間結合により起こっていると考えられる。
しかし、本研究の目的には、本来のアルブミンの薬物結合能が残存していることが重要で
ある。最初に、アルブミン濃度を変えることでDTTとrHSAの比率を変化させ、ゲル化条
件を検討した。結果は、調製したハイドロゲルの膨潤率と共に表 6-1にまとめて示した。
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rHSA濃度が 2.5、5、10及び 15%の場合、 DTT/rHSAの重量比率が 0.0-1以上のときにゲ
ノレ化した。DTT/rHSAの重量比率が 0.02のとき、 i詐t夜粘度I立高主ったか、 3日間を経ても
/、ィ ドロゲ/レは形成されなかった rHSAに対する DTT喧世比が、 0.02、0.04及Lt'0.1は、
DTI'のSH基に対する rHSAの Cysモル比率は、各々、 2.5、1及び0.5に相当寸唱る それ
ゆえ、ゲル化には D'ITのSHAliはrHSAの Cys残基と等モル以上必要でふる rHSA濃度
のヒ外と共に、件られたハイドロゲルの膨潤辛l士減少した、さらに、 DTT/rHSA比ぶの減
少にともない、ハイドロゲ.ノレの膨潤率が増加する傾向が比られた，特:こ、 DTIIrHSA比中
が 0.1から 0.04に変わると、 10%ならびに 15%の l'HSA'、イド1:1ゲルで月初間半かtf意iこ期
加した。D'IT/rHSA比率が"，'oS~、ときは rHSA の変性か~丸、 rHSλ 竹 i'-q 111)峠来性1架橋点
か附加すると考えられるt 溶液と空気の接触を避けるために、 jJ~ リノ tl ヒレン製の円筒形
チ」ーノqlでハイドロゲルを調製しても、空気と接触できる去作でil}たハイドロゲルと同
じ1紛I'fl引であった(データす{略) このことは、ハイドロゲル形成が還元と苧:54に k る II~齢
化といった分・fiflSS FL台の関与が側めて低いことをぷしている 'M際、ハイドロゲル"l還
A条{'I:1"では溶解 しなし、か、 6M樹齢グアニジン中でl士、宅出で 3時1以内に存姑に1宮前i
したn
l'HSA濃度(%)
2.5 
長6・1 膨判手:
比半 (w/w)
0.1 
0.04 + 
ゲFレ化 pH7での膨i問，;ょ
'27.6土1.0
'26.9土 1.4
+ 
0.02 
5 + 16.0土0.8
1 7.8土1.4
??????????????
+ 
10 + 9. 1土0.1
+ 1 '2.I土0.5傘 . 
• 
15 + 5.0:!: 0.2 
+ 7.6土0.1・
0.02 
ヂー タは、事均値士係車if*1庄でiTーした
帥 DTT/l'HSA比率が0.1で調製したハイドロゲ1-の膨潤1字上 ηも l?J。で有意であっf二
87 
• 
表6-2 トリ プシン処理に伴うハイドロゲノレの溶解
rHSA濃度 ノ¥イドロゲルの直径 (mm)
15% 
5% 
?
?
?
????? Day 3 
8.0土0.2
Day6 
6.6土1.0
2.9土0.3**
??
?
?
?
?
?????
???
?
?
?
「?
?
?
?
?
? ?
?
?
?
? ?
?
?
???
?
? ?
4.4士0.5***
データは、平均値±標準偏差で示した。
* 15%rHSAハイドロゲルよりも危険率5%で、有意に差があった。
帥 15%rHSAハイドロゲルよりも危険率1%で有意に差があった。
大合* 15%rHSAハイドロゲルよりも危険率0.1%で有意に差があった。
ハイドロゲルの澄明度は、ゲソレ化溶液のpHに従い変化した。図 6-1に示すように、 pH3
及びpH11で調製したハイドロゲルは極めて透明度が高い。一方、pH5、?及び9で調製
したハイドロゲ、ルは乳白色で、pH5と9の間で、はpHを低下させると濁度は高まった。rHSA
がpH5でも溶解し、 rHSAの等電点が 4.7であることに関係している可能性がある。
トリプシン処理による円筒形のハイドロゲルの直径の変化を表 6・2に示した。5%のハイ
ドロゲ、ルも 15%のハイドロゲルも 0.25%トリプシン溶液中で徐々に溶解した。溶解速度は
15%よりも 5%の方が速く、膨潤率を反映していた。また、その差は、 3日目から 9日目で
有意な差であった。
6-3・2.rHSAハイドロゲルからの薬物放出
ワルファりン、サリチノレ酸及び安息香酸ナトリウムを用いて、 rHSAハイドロゲルかちの
薬物放出試験を行った。rHSAはワルファリンとサリチル酸の両方に結合するこ止が知られ
ており、それぞれの薬物結合定数が、 U1結合部位で、 2.5X 105 M'l及び 7.1X 1()4 M'1、U2
結合部位で1.1X 104 M-1及び3.3X 103 M-1と報告されている[17]。他方、 τ'adaらの報告の
ように、 rHSAと安息香酸ナトリウムの結合能は極めて低い[14]。図6・2A"-6・2'Cに示すと
おり、ワルファリンの放出は 12時間以上続き、サリチル酸主安息香酸ナトリウムでは2時
間で放出は完了した。最終分ンプリング後にハイドロゲルを 600Cでインキュベートするこ
とで、薬物を完全に放出させ、薬物の総放出量を測定して H)Q%とした(，図6・2)0]O@ mg， 
のハイドロゲルから放出される薬物量は、 15%及び5%のハイドルゲルで、ワノレフプリンの
場合、 2.3及び1.411mol、サリチノレ酸の場合、1.4及び1.111IP.ol、安息香酸ナトリウムの場
合、 0.9及び0.9llmolであり、これはアルブPミンの薬物結合能の強弱を反映するものであ
った。さらに、ワルフアリンとサリチル酸の場合、 15%ハイドルゲルの方が 5%ハイドロゲ
ルよりも膨潤率が低いにもかかわらず、 15%ハイドロゲルの方が放出量は高かった。この
ことは、 D'FT還元によって変性されることでハイドルゲルが形成されているにもかかわら
ず、 rHSAの薬物結合能力がなお残存しており、ハイドロゲルでの変性は部分的であること
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を示しているう
蛋自性リガントとして rATの放出し検討した rHSA'、イト仁ケ・レtt":~O mg/I1 L の rXT
昨伎に投出することで薬物偶作を行ゥた 5%及u'15'}l"、ィトr!ケんから・1]'1・人Tn於t1を
[;gl 6-2Dに不した社rAT政廿1fkは、 5HOJ、ィト1:1ケ 1(.で 0.0，1pmo1 、 L) ~u"、 1 トs: rt，.て
0.02 }lmolであ勺たωI山j/、ィト'ロゲルで、 72時間主で r人TσJVziiiit持骨たした二
A B 
C D 
E 
[:{] 6'1 各種pHで調製しfソ、ィトrIケ，;，.7h~J益性
ρ。，、 fトI 't'l 't!: F ') ~ + l，..ン関♂持l¥'!(9cm‘1.'"j cm ')向守， l.- ，ニtえしsぅJ&.Ftrさ3mm
n，，(ド¥1 '1，しを調製した
λ) pH aで副官、 B)pH:")で調製、。 pHiで日弘、 0'pH 9、 E pH 1て
'IH¥-置の時Jで写真flHiーした
。9
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各薬物のハイドロゲ、ノレからの遊離ノξターン図 6-2
ハイドロゲルをどC下で薬物液に浸漬し、室温で PBS中でインキュベー卜した。経時的に PBS
をサンプリングし、吸光度を測定した。15%ハイドログル(・)と 5%ハイドログル(・〉につ
き、 100mgハイドロゲルあたりの薬物遊離量を算出Lた。A)安息香酸ナトりウム (n=4')、1'3)
サリチル酸 (n=4)、C)ワルフアリン (n=4)、D)l'AT (n=3)。図1内には、 72時間までの遊離パ
ターンを示した。
90 
-・-ーーー「
• 
5 
一一A一一一一120 
C 
72 48 24 。
-晶ーー一
100 
80 
60 
40 
20 
? ?
????
。
。
。
6 
72 
」
48 
4 
24 。
時IJ(hr) 
---
2 
ーーー.ー
。
120 
100 
80 
60 
40 
20 
D 
?
?
?
????
6 
{つづき)
4 
ハターシ
時間 (h1')
各薬物のハイドυゲルからのd
91 
2 
@]6・2
Al 
A2 
A3 
Bl 
B2 
';) 
• 
B3 
• 
. 
図6-3 5%ハイドロゲル上での細胞培養
L929線維芽細胞を 5%ノ¥イドロゲノレ上で、 24時間 (Al)、48時間 (A2)、及び72時間 (A3)培養し
た。陰性コントロールとして、 24ワエノレ培養プレート上で、同細胞を 24時間 (Bl)、48時間 (B2)、
及び 72時間 (B3)培養した。2X105細胞/mLでL929細胞を上記ウエノレに接種し、 3rcで 5%C02
インキュベーター中で培養した。光学顕微鏡を用いて 100倍拡大で観察した。
rATはrHSAハイドロゲルとの親和性はほとんどないこと、そして rATはハイドロゲ、ルの
膨潤に伴ってゲ、ル中に浸潰することで担持されていると考えられた。低分子薬物よりも緩
やかに放出するのは、 rATの分子量が高いことにより、 rHSAのゲ、ルネットワークを通り抜
ける速度が遅いことによると思われる。
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6・3・3.rHSAハイドロゲル上での線維芽細胞培養
アルブミンで表面コートされていると細胞が接菅できないこ土は良く知られているそれ
ゆえ、 rHSAの変性の程度を知るために、 rHSAハイドロゲル上での細胞府主主を試たた、
まず、 5%及び 15%ハイドロゲルを 24ウェル培養フレート上で作製した後、 PBSで余剰試
薬を洗浄除去した。そこに、マウスの L929細胞を語種した 陰性コントロール;こはハイド
ロゲルコートしていない 24ウェルプレートを用いた L929細胞は、 500ならびに 150(>ハ
イドロゲルに良好に接行し、図 6'3に示すように、陰性コントロールとかi践に、ハイドルゲ
ノレ 1'.で1れ耐を形成するまで増殖した 15%の rHSA ハイトロゲルでItl~一過 I蔓か低く写点品t
hiSできなかったか、陰性コントロール問機、 L929細胞の掩行 ・削舶か佐認できた(デ一々
省略)。これらの結束より ハイトロゲルの rHSA11、細胞がf長官ーで主る限度に食・性してL、る
ことがわかった守主た、細胞明舶が可能であったことから、ハ fトロゲル調製に{七月lした
DTT It PBS洗浄で、 I .分除去できていると号えられた
生ι」立ムヤ
血.mアルプ.ミンl士、品物を合む倍々の化合物を運搬する生時的Yょキ γリγーごあるn こ山
J民物利ifTf患を利用 して、桔物の徐放件，のキャリアーとして rHSAI、ィト IIゲIレを蹴製した
ハイドロゲルl士、 rHSAとDTIを混合し、ポリスチレン関山i.lt'W:こI .[し込台ことで調裂し
た。反応l土蛋肉質の変性により疎木性姥1&が分子|制相?ifl，Jl]するこ をにより起こっている
と身えられた内ハイドロゲルの袋物政出特性を見ると、安息件置をナトリウム、サリチル憎
の遊離(i:2時間lで完了し、ワルププリンの般出は 24時間椛統しと 150"、50，，，)rHS.¥ノ
イドロゲル 100mgあたりの各薬剤の放出量は、ワルソァリンで、 2.3及び1.4μmol、サ 1)
チ/レ併で1.4及び1.111mol、安担、th酸ナトリウムで 0.9及び0.9llmolであ勺た この詰!私
は、アルブミンの件降推知lへの結合力を反映しており、ハイトロゲル形成後も rHSAの品
物結合能が残存していることを示している。このハイドログルは、トリブシン出崎中で徐々
に分解したので、生体内でも徐々に分解されることが推定された …方、線維停細胞はノ
イドロゲル上で良好に接苦し、増殖したことから、 rHSAの変性l-.t細胞が接.普できる胞度に
は進行していた。本研究で調製した rHSAハイドロゲルIt，アルプミン山薬物税向性を持
った徐被性のキマリアーとしてふさわしいと樗えられ、主た、両生医療用足場としての応
用tJf能性を有寸る担体であるこ とが示唆された
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総括
本論文では、医薬用遺伝子組換え蛋白質の評価とその医用材料としての応用について述べ
た。具体的には、遺伝子工学を用いて Pichiapastorisで産生した rHSAの物性分析、 CHO
細胞で産生した rATの効率的精製法及びrATの物性と薬理作用のpATとの比較、 rHSAの
ハイドロゲノレ調製と低分子及び高分子医薬の担持と徐放、さらには rHSAハイドロゲルの
再生医療で、の足場応用可能性につき検討した。
第 1章では、本論文の研究背景として、世界における遺伝子工学を利用したバイオ医薬品
の多岐にわたる実績を述べるとともに、遺伝子工学が、今や、医療現場においてlは欠かす
ことのできない創薬手法として定着している現状に触れた。さらに、本論文での研究対象
である、 rHSA、rAT及び、ハイドロゲ、ルについて概説した。
第2章では、 rHSAのSS結合位置決定を除く、 一次構造から高次構造までを詳細に構造
分析し、 pHSAと構造比較した結果について述べた。全アミノ酸配列分析では、還元カル
ボキシメチル化して一本鎖とした CM-HSAを、基質特異性の高い酵素で消化し、断片イシペ
プチドを調製した。ペプチドの分析は、旧来行われてきたフ。ロテインシークエンサーによ
るアミノ酸配列分析ではなく、マススペクトロメトリーを用いたベプずド断片の分子量測
定により、構造を決定する手法を用いた。いずれのペプチドも使用したLEPの特異性、す
なわち、リジン残基のカルボキシル末端で、切断されるというルーノレに従っており [1]、規則
正しい消化が行われていたことが確認された。別途行った、 LEPによる還元ペプチドマッ
ピングが、サンフ。ル調製の恒常性など品質試験における試験法にも使用|されうることが示
唆された。rHSAとpHSAの二次構造、高次構造の比較には、分光学的方法を活用した。
いずれの手法でもパターン比較ではあるが、 Pichiapastorisで生産された rHSAが生体内
で合成される pHSAと差がないことが示された。また、同じ rHSA尚、 X線結品構造解析
[2]及びリガンド結合能とエステラーゼ様活性[3]により詳細に分析され、そこでも rHSAと
pHSAの同等性は確認されている。
第3章では、 rHSAに含まれる分子内 SS結合につき解析した結果について述べた。 rHSA
にはお個のシステイン残基が存在するが、34位のシステイン残基ほ遊離型SH基を有して
いた。それ以外のシステインは分子内 SS結合形成に寄与していたが、 rHSA中に存在する
連続する Cys-Cys'配列のため、構造決定は容易ではなかった。一次消化として、ペプシン
を用いた断片化を行ったが、これにより一対の SS結合を持つペプチドとして切周りi出された
のは、 1フラクションのみであった。その他のフラクションは、 Cys-Cys配列を含むため、
2対の SS結合あるいは4対の SS結合を有していたため、二次消1化により、さらに少断斤
化する必要があった。工夫を要した酵素選択の結果、 Cys相互の位置関係を決定可能な構造
に変換し、全SS結合位置を決定した。
第4章では、 CHO細胞で産生した rATの調製法の検討結果について述べた。培養上清を
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材料とし、各種カラムクロマトグラフィーで rAT精製を試みたが、生理的 pHである pH7.2 
"'7.5を使用したときには、 pATで得られる 7IU/mgという比活性にはi主しえかった内精
製された組換え蛋白質を各穐クロマトグラフィーで分析した結果、pATにIt 51';，しか合主れ
ない 8アイソフォームか rATには 450/0と多量に含まれ、このアイソワすームの pH依存的
フォールデイングか比活性に影響を及ぼすことを明らかにした よりアルカリ傾1である pH
7.5..8.0で精製することで、 pATと同程度の比活性が得られることも確認した){i也}j、両
濃度にイヂ(Eする 8アイソフォーム含註に伴い、 rATのへパリン視F州主が p.¥T上qも向上し
ていた二とを明らかにした。主た、rATの糖組成は pA1'と異なっており、市 5取で詐細を
分析したn
守15fRでIt、第 4t;[での謝i製i去に従ってtli製した1'A1'の、時1ft.'lt ú~! (/)詳細分析を行い、
さらにその雑用作用を pA1'と比較した N明時鎖のtJlthln、ヘ fγンテ十咋!の愉飴でわる
点は、|ゐjA1'とも、 IciJじであった、詳細な構造比較では、還;{:fく端てshるGlcN.¥c:て結合し
たフコースに泣;いがあり、 pA1' ではほとんど肱dされな l 、が、 1・，，\1' ご 11、輸品~ 1 .{>:あたり
に約 l倒のツコースが結fTしており、非還)l;..k端のシアル限， t rλT のむが pATt 1)1，'かた
かったn これc)の結束:1士、し、ずれも第 4f;r.での時組成分析のkli恥と も-致した 弔，1売をで
15られたように、 Asn・135に結合した結鎖の有無:こf:Pい、 αγィrソ tー ム E87・イソツ j
ームの比中l.trA1'とpA1'で異なり、本市で解析した詳細構造の直‘いはあるか、 /i(1l1険討し
た階ヲ抑抗告活性やストイキオメトリー、 2極坊のラント DICモヂルでの集理作fl、たFyび
に正;，itラットをHh、た薬物動態試験において、 rA1'と pλTv)~ì{ 軒 I~遣い 11.:観戦されたかっ
た。これらのことから、本研究で鋼製した 1'A1'1士、現f王臨床現場で使用されている pλTと
[! iJ慌た臨床応用の可能性が示唆されたロ今後はさらに、他の動物モヂJレで山険ZJ十1{れ、
大蛇j生生検討を行う必要がある
塙6市でi士、第 2t言及び塙 3章で構造を明らかにした rHSAをDTTで選応処理する二と
によりハ fドロゲルを謝製し、低分子及び高分子の薬物m持とfh故作用を険討した 両分
十龍邦jにはモデルとして第 4章で調製した rA1'~用いた、ハイドロゲル調製には娘婿押iを
!世間せず、室温での還元後に試薬除去するのみという、これ宅でにないシンプルなん(71::で
行った。ハイドロゲ‘ルは還元剤存在下では溶解しなかったが、出時グアニジン存作下で速
やかに溶解したことから、 SS結合の還元再酸化で藍合しt:のではたく、部分変性した HSA
が正'k水性梱互作用で架橋し、ゲル{ヒしていると考えられる^HSAへの結合能会有寸る低分
子薬物はよ句多く担持され、その抜出に長時間を要した 15%及び 5%の 1'HSAハイドロ
ゲル 100mgあたり の各薬剤の担持量1士、 ηルファリンで 2.3pmol (760 pg)及び 1..pmol 
(460 lg)、サリチJレ置をで1.4p.mol t 190 p.g)及び 1.1p.mol (150 p.g)、安息香前ナトリウ
ムで 0.9p.mol (130 p.g)及び 0.911mol(130 pg)、rATで0.02llmol (1.8 mg)及び0.0-1p.mol 
(3.6 mg) 、で、あった、 ...-\T の HSA 捜向性は低いもの F思われるが、也守間半が高い 5~らのノ
イドロゲJレにより多く担持され、持続的抗出が観察された 麗段検算ではハイドロゲルの
1.8%あるいは 3.60'0であるから、担持量は特!こ低いわけではなく、例えば、単基性線維芽
9i 
細胞増殖因子のような高分子も一定量の担持と徐放が期待される。さらに、ハイドロゲル
上では線維芽細胞の接着と増殖が確認されたこと、また、 トリプシンにより徐々に分解さ
れうることから、再生医療での足場としても応用可能であることが示唆された。rHSAは工
業レベルでの生産系が確立されており、大量かっ高純度に精製された試料が手に入ること
から、再生医療で、の足場には安心して使用できる。また、組換え蛋白質であることから、
倫理面での課題はない。
遺伝子工学を用いたバイオ医薬品は、今後も種々研究開発され、我々の生命を脅かす疾病
からの救命、また、重体からの回復とともに寛解をもたらし、リハビリテーション期間の
短縮など、医療現場ではさらに汎用されることになろう。他方、現在、根本的な治療法の
ない各種臓器不全関連の疾病には、将来の再生医療により、完治される希望も見えてきた。
例えば、糖尿病で、機能を失った梓臓、腎不全での腎臓、アルツハイマー病で、の海馬・神経
細胞、パーキンソン病でのドーパミン神経細胞などの再生が、これら疾病1に苦しむ多くの
患者らに、福音をもたらす日はそう遠くないに違いない
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